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1 Einleitung
Die Haut ist das gro¨ßte Organ des menschlichen Ko¨rpers und dient als Schutzhu¨lle vor
Umwelteinflu¨ssen wie Krankheitserregern oder mechanischen Verletzungen. Sie kann Strah-
lenscha¨den durch das Sonnenlicht verhindern, reguliert den Temperatur- und Flu¨ssigkeits-
haushalt des Ko¨rpers und sorgt fu¨r die Homo¨ostase von Elektrolyten und Proteinen [1, 2].
Zudem la¨sst sie Ru¨ckschlu¨sse auf den gesundheitlichen Zustand oder die psychische Verfas-
sung des Menschen zu.
Durch Verletzungen der Haut durch Unfa¨lle, chirurgische Eingriffe oder systemische Er-
krankungen kann die Haut akut oder chronisch gescha¨digt werden. Weltweit leiden circa
1-1,5% der Bevo¨lkerung an chronischen Wunden, Menschen ab 80 Jahren geho¨ren mit 4-
5% Inzidenz zu den besonders ha¨ufig Betroffenen [3, 4, 5]. Veno¨se Insuffizienz, Arteriosklerose
und Diabetes mellitus sind die wichtigsten Ursachen einer gesto¨rten Wundheilung [5, 6, 7].
Im ho¨heren Alter leiden Menschen ha¨ufig unter mindestens einer dieser Grunderkrankungen,
welche die Entstehung von chronischen Wunden begu¨nstigen oder deren Heilung verzo¨gern.
Die Therapie von chronischen Wunden ist sehr komplex und unterscheidet sich nach ih-
rer Ursache. Artherosklerotische Gefa¨ße, eingeschra¨nkte Regeneration der Haut und Medi-
kamenteneinnahme, wie beispielsweise Glucocorticoide, verlangsamen den Heilungsprozess
zusa¨tzlich [8]. In manchen Fa¨llen la¨sst sich die Fa¨higkeit zur ada¨quaten Wundheilung al-
lein durch die Therapie der Grunderkrankung wiederherstellen oder zumindest verbessern.
So kann beispielsweise das Risiko fu¨r die Dekubitusbildung durch Remobilisation erheblich
reduziert werden [9], wie eine Bypass-Operation zur Beseitigung einer Gefa¨ßstenose bei Ar-
therosklerose die Ausbildung eines Ulcus cruris verhindern oder dessen Heilung ermo¨glichen
kann [10]. Allerdings verhindert die Optimierung der gesundheitlichen Bedingungen des Pa-
tienten nicht immer das Entstehen einer chronischen Wunde.
An der Wundheilung sind zahlreiche Zellarten, Zytokine und Wachstumsfaktoren beteiligt.
Ist das Verha¨ltnis zwischen gewebebildenden und entzu¨ndungsfo¨rdernden Faktoren im Un-
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gleichgewicht, ist die Wundheilung in ihrem Ablauf gesto¨rt und chronische Wunden entstehen
[3, 11]. Daher ist die Beeinflussung des lokalen Wundmilieus oder der fu¨r die Wundheilung
wichtigen Faktoren ein interessanter Ansatz fu¨r die Entwicklung von Therapien, fu¨r die die
genaue Kenntnis der beteiligten Faktoren entscheidend ist.
1.1 Akute und chronische Wunden
In 1.1.1 wird unter Einbezug aktueller Studien der Prozess der Wundheilung erla¨utert. Ver-
schiedene Ursachen ko¨nnen eine vollsta¨ndige Regeneration der Haut verhindern, sodass chro-
nische Wunden entstehen. Die Formen chronischer Wunden und deren mo¨gliche Ursachen
werden in 1.1.2 dargelegt.
1.1.1 Die vier Phasen der Wundheilung
Der Ablauf der Wundheilung la¨sst sich in vier aufeinanderfolgende Phasen einteilen: Die
Ha¨mostasephase, die Entzu¨ndungsphase, die Proliferationsphase und die Remo-
dellierungsphase [12]. Allerdings sind die vier Phasen nicht klar voneinander abzugrenzen,
da sie fließend ineinander u¨bergehen.
Die Ha¨mostasephase
Die Wundheilung wird unmittelbar nach Entstehung der Wunde mit der Ha¨mostasephase
eingeleitet, welche klinisch durch Wundschmerz, Ro¨tung und Wundo¨dem gekennzeichnet ist
[7]. Nach der Hautscha¨digung wird die Wunde mit austretendem Blut bedeckt. Das Blut
gerinnt zuna¨chst, Thrombozyten und andere Blutzellen haften sich an und die verletzten
Gefa¨ße kontrahieren sich. Durch die Thrombozytenaggregation und das Ablaufen der Ge-
rinnungskaskade bildet sich ein Fibronektinnetz. Dieses Netz, welches an seiner Oberfla¨che
Integrinrezeptoren besitzt, dient in Folge als Leit- und Haftstruktur und zur Aktivierung
der einwandernden Zellen [3, 13, 14]. Nach der anfa¨nglichen Vasokonstriktion dilatieren die
Gefa¨ße fu¨r ungefa¨hr eine Stunde, ausgelo¨st durch die Freisetzung von Prostaglandin, Hista-
min und Serotonin [16]. Die Folge sind Ro¨tung, Schwellung und U¨berwa¨rmung des Gewe-
bes [17]. Die durch Thrombozyten freigesetzten Zytokine PDGF (Platelet Derived Growth
Factor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1), EGF (Epidermal Growth Factor), TGF-β1
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Abbildung 1.1: Ha¨mostasephase in der Wundheilung [15]
(Transforming Growth Factor-β1) und die Fibrinopeptide a und b rekrutieren durch Chemo-
taxis (siehe 1.2.2) Endothelzellen, Fibroblasten, Makrophagen und andere Leukozyten in den
gescha¨digten Bereich [14]. Der Ablauf der weiteren Phasen wird durch zahlreiche weitere Ein-
flu¨sse wie das Komplementsystem, Leukotriene oder Abbauprodukte der Extrazellula¨rmatrix
(EZM) unterstu¨tzt [16].
Die Entzu¨ndungsphase
Es folgt die Entzu¨ndungsphase mit der Leukozytendiapedese, welche etwa die folgenden
sechs Tage nach Entstehung der Wunde in Anspruch nimmt. Dabei durchwandern die zu-
vor rekrutierten Leukozyten die Blutgefa¨ßwa¨nde, indem sie durch die dort exprimierten
Oberfla¨chenmoleku¨le Selektin und Integrin dazu angeregt werden [18]. Zu der Kategorie
der Leukozyten geho¨ren Granulozyten, Makrophagen, B- und T-Zellen und natu¨rliche Kil-
lerzellen. Neutrophile Granulozyten verhindern in den ersten zwei Tagen nach der Wun-
dentstehung eine Infektion [14]. Sie phagozytieren Bakterien und nekrotisches Gewebe und
bauen diese mit eigenen Proteasen und freien Sauerstoffradikalen ab. Zusa¨tzlich setzen sie
die Entzu¨ndungsmediatoren TNF-α (Tumornekrosefaktor-α) und IL-1 (Interleukin-1) frei,
welche Fibroblasten und Epithelzellen aktivieren [18]. Sterben die neutrophilen Granulozy-
ten ab, scha¨digen die damit freigesetzten Noxen das Wundgebiet weiter und verla¨ngern die
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Entzu¨ndungsphase. Aus diesem Grund ko¨nnen sie entweder von Makrophagen phagozytiert
oder an die Wundoberfla¨che abgesondert werden [12]. Die Makrophagen sind die wichtigsten
Abbildung 1.2: Fru¨he Entzu¨ndungsphase in der Wundheilung [15]
Akteure in der spa¨teren Entzu¨ndungsphase [19]. Sie wandern am 4. bis 5. Tag als Monozyten
ins Wundgebiet ein und reagieren dabei auf spezifische chemotaktische Lockstoffe wie MIP-1
und MIP-2 (Macrophage Inflammatory Protein-1/-2), MCAF (Macrophage Chemoattrac-
tant and Activating Factor) und das Zytokin Gro. Das Adha¨sionsmoleku¨l Selektin, welches
am aktivierten Endothel exprimiert wird, spielt fu¨r die kontinuierliche Einwanderung der
Makrophagen eine entscheidende Rolle [8]. Mit ihren Integrin-Rezeptoren heften sie sich
an spezifische Bereiche der EZM, wie zum Beispiel an Kollagen- und Fibronektinfragmen-
te. Dieser Anhaftungsprozess an die EZM induziert die Differenzierung der Makrophagen
zu Entzu¨ndungs- oder Reparationsmakrophagen [15]. Die Aktivita¨t der Makrophagen wird
durch TGF-β oder PAF (Platelet Activating Factor) oder Keime in der Wunde initiiert
[8]. In Folge darauf setzen sie vermehrt die Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α und
die Wachstumsfaktoren PDGF, EGF, VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), b-FGF
(Basic Fibroblast Growth Factor) und andere Entzu¨ndungsmediatoren frei und versta¨rken
die Phagozytoseaktivita¨t [3, 8, 11]. Die jeweils sezernierten Zytokine wirken sich ebenfalls
auf das pha¨notypische Profil der Zellen aus. Die Makrophagen ko¨nnen im weiteren Verlauf zu
ortssta¨ndigen Gewebsmakrophagen (Histiozyten) differenzieren, um die anfallenden Neutro-
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philenreste und Bakterien zu phagozytieren. Mit der Freisetzung von Proteasen wie Matrix
Metalloproteinasen (MMPs) durch die Makrophagen wird die Wunde gereinigt und nekroti-
sches Gewebe zersetzt. Diesen entzu¨ndlichen Gewebeabbau nennt man endogenes Debride-
ment [3, 14]. Durch sie erfolgt prima¨r die Freisetzung von Wachstumsfaktoren zur Stimulation
der Proliferation von Fibroblasten, Myofibroblasten und Endothelzellen. Damit verhindern
die Makrophagen initial Infektionen, stimulieren indirekt die EZM-Bildung sowie Wachstum
und Reparatur von Blutgefa¨ßen (Angiogenese) [8]. Sind nicht ausreichend Monozyten und
Gewebsmakrophagen zur Rekrutierung in das verletzte Gewebe vorhanden, wird der Ablauf
der Wundheilung massiv gesto¨rt. Die Fibroblasten-Proliferation, die Wundreinigung durch
proteolytische Enzyme, die Angiogenese und Fibrosierung laufen nur unzureichend ab und
die Entzu¨ndungsphase verla¨ngert sich [19].
Abbildung 1.3: Spa¨te Entzu¨ndungsphase in der Wundheilung [15]
Keratinozyten, Endothelzellen und Fibroblasten setzen ebenfalls MMPs frei, welche nicht
nur im endogenen Debridement aktiv, sondern auch fu¨r den Matrixabbau verantwortlich
sind. Sie lo¨sen die Basalmembran und EZM auf, um Zellmigrationen durch die Matrix zu
ermo¨glichen. Damit haben sie einen wichtigen Einfluss auf die Entzu¨ndungsreaktion und
im weiteren Verlauf auf Angiogenese und Reepithelisierung [8]. Die Expression der MMPs
wird durch verschiedene Zytokine wie EGF, PDGF, TGF-β, IL-1 oder TNF-α auf transkrip-
tionaler oder posttranslationaler Ebene reguliert [20]. Spezielle Gewebeinhibitoren (TIMPs)
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ko¨nnen die MMPs inhibieren und damit ihre Aktivita¨t regulieren [8]. Im komplikationsfreien
Heilungsverlauf nimmt die Konzentration der MMPs ab und die der protektiven TIMPs zu
[13]. Die verletzte Haut bedingt eine verringerte Sauerstoffversorgung (Hypoxie). In Folge
wird die Stoffwechsellage anaerob und das Wundmilieu durch Lactatanreicherung azido-
tisch, was man als
”
Metabolic burst“bezeichnet [7, 21]. Jedoch bewirkt die Hypoxie nur
zum Teil die Lactatanreicherung im Gewebe. Makrophagen und Fibroblasten produzieren
u¨ber die aerobe Glykolyse ebenfalls Lactat, wodurch die Lactat-Konzentration in Wunden
kontinuierlich erho¨ht ist [8]. Das azidotische Wundmillieu stimuliert die Angiogenese, die
Keratinozytenmigration und die Fibroblastenproliferation [12, 14].
Die Proliferationsphase
Der U¨bergang in die Proliferationsphase beginnt circa vier Tage nach der Verletzung und
wird bereits in der Entzu¨ndungsphase durch die einwandernden Makrophagen initiiert. Diese
Phase beinhaltet die Reparation des Gewebsdefektes einschließlich Gefa¨ßeinsprossung sowie
Bildung von EZM und neuem Bindegewebe und kann bis zu zwei Wochen dauern. Die von
den Makrophagen produzierten Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-α, FGF (Fibroblast Growth Fac-
tor), TGF-α und -β1 (Transforming Growth Factor-α und -β1), PDGF, VEGF) stimulieren
die Rekrutierung von Endothelzellen und Fibroblasten. Diese sorgen fu¨r die Bildung neu-
er EZM als Baugeru¨st fu¨r Blutgefa¨ße und fu¨r die spa¨tere Narbenbildung. Die Blutgefa¨ße
gewa¨hrleisten eine ausreichende Oxygenierung und Na¨hrstoffversorgung, die Fibroblasten
sorgen fu¨r Struktur und Stabilita¨t im Wundbereich. Damit entsteht Granulationsgewebe [22].
Die Fibroblasten beginnen mit den eigens synthetisierten Matrixproteinen das Provisorium
aus Fibronektin zu ersetzen und Kollagen- und Adha¨sionsmatrixproteine zu synthetisieren.
Ist eine ausreichende Produktion von EZM erfolgt, verringern sich die Fibroblasten durch
Apoptose. Ist dies nicht der Fall, kommt es zur u¨berschießenden Narbenbildung (Keloid)
[15, 22, 23]. Die Angiogenese wird besonders durch die Wachstumsfaktoren FGF, TGF-β,
PDGF und VEGF gesteuert [15]. Die Expression von VEGF durch Makrophagen wird durch
die hohen Lactatkonzentrationen stimuliert, zudem wird die VEGF-Aktivita¨t durch PDGF
und TGF-β erho¨ht. VEGF wiederum wirkt direkt auf Endothelzellen, induziert deren Ein-
wanderung und stimuliert so die Angiogenese [8]. Es bildet sich ein zartes Blutgefa¨ßgeflecht,
welches dem Granulationsgewebe sein charakteristisches Aussehen gibt. In den Gefa¨ßwa¨nden
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findet eine vermehrte Ablagerung von Fibronektin statt, um als Geru¨st fu¨r die Endothelzell-
wanderung zu dienen [15]. Gleichzeitig setzen die Endothelzellen tPA (tissue Plasminogen
Activator) und Prokollagenase frei. Diese Enzyme sorgen fu¨r ein partielles Auflo¨sen der Ba-
salmembran, damit die gefa¨ßbildenden Endothelzellen diese leichter durchdringen ko¨nnen
[15]. In der zweiten Woche nach der Verletzung beginnt die EZM-Organisation und die Kon-
traktion der Wunde. Aus eingewanderten Fibroblasten differenzieren sich Myofibroblasten.
Sie sind mit den kollagenen Stra¨ngen der EZM vernetzt und ziehen die Wundfla¨che nach
Stimulation durch die thrombozyta¨ren Wachstumsfaktoren TGF-β1, TGF-β2 und PDGF
zusammen [23].
Die Remodellierungsphase
Die Remodellierungsphase beinhaltet die Umwandlung des Granulationsgewebes zur Narbe
und dauert ein bis zwei Jahre. Die Reepithelisierung der Wundoberfla¨che beginnt wenige
Stunden nach der Verletzung und geht von den Hautanhangsgebilden aus [15]. Wa¨hrend
epitheliale Zellen geronnenes Blut und Stromareste abbauen, lo¨sen sich gleichzeitig ihre zell-
verbindenden Desmosomenkontakte und die Kontakte zur unterhalb der Epidermis gelegenen
Dermis (Hemidesmosomen). Damit erhalten die Epithelzellen die notwendige Beweglichkeit,
um sich an den Wundra¨ndern neu zu formieren [12]. Durch Proliferation bilden sich neue
Epithelschichten und die Epithelzellen kontrahieren mit Hilfe ihrer Aktinfilamente [15]. Die
Wunde zieht sich um den Narbenbereich zusammen. Das Bindegewebe in der Narbe befindet
sich in einem kontinuierlichen Umbau, wobei der Kollagentyp 3 durch den Kollagentyp 1
ersetzt wird [12].
Die Festigkeit der Narbe erreicht in den ersten drei Wochen 20% der urspru¨nglichen Stabilita¨t
der Haut, da in dieser Zeit gro¨ßere Mengen an Kollagen gebildet werden. Spa¨ter erho¨ht sich
die Stabilita¨t der Narbe nur noch langsam, da sich das Bindegewebe immer mehr vernetzt.
Die entstandene Narbe erreicht maximal 70-80% der urspru¨nglichen Festigkeit [8, 15]. Sie
entha¨lt keine Zellen oder Hautanhangsgebilde wie Haare oder Dru¨sen mehr und blasst mit
der Zeit ab.
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1.1.2 Chronische Wunden
Zuna¨chst wird in Abha¨ngigkeit von der Menge an Granulationsgewebe zwischen prima¨rer und
sekunda¨rer Wundheilung unterschieden [23, 24]. Liegen die Wundra¨nder direkt aneinander
und ist die Ausbildung von Granulationsgewebe daher sehr gering, spricht man von prima¨rer
Wundheilung. Diese Wunden verheilen in der Regel innerhalb von 10-14 Tagen und es bleibt
eine du¨nne, unauffa¨llige Narbe zuru¨ck. Von sekunda¨rer Wundheilung spricht man, wenn die
Wundra¨nder weiter voneinander entfernt sind. Der Gewebedefekt muss nach und nach durch
einsprießendes Granulationsgewebe aufgefu¨llt werden, es folgt die Reepithelisierung und der
narbige Umbau des Gewebes [7, 19].
Besteht eine Wunde u¨ber la¨ngere Zeit und zeigt nur unzureichende Heilungstendenzen, wird
diese allgemein als chronische Wunde bezeichnet. Allerdings gibt es dazu unterschiedliche
Definitionen: Zumeist gilt eine Wunde als chronisch, wenn innerhalb von drei bis vier Wochen
keine Epithelisierung stattgefunden hat [23, 25, 26]. Dahingegen gibt es den Vorschlag von
Dissemond, bei dreiwo¨chigem Bestehen von einer komplizierten Wunde zu sprechen und eine
Wunde ab drei Monaten als chronisch zu definieren [4].
In der chronischen Wunde ist der natu¨rliche Ablauf die Entzu¨ndungsphase mit dem en-
dogenen Debridement und die Proliferationsphase gesto¨rt, da die Zusammensetzung der
EZM vera¨ndert ist. Zusa¨tzlich ist das zellula¨re Infiltrat mit einer geringeren Anzahl an T-
Helferzellen und einer signifikant ho¨heren Menge an Makrophagen in chronischen Wunden
hinderlich fu¨r eine normale Wundheilung [27]. In einer Studie zur Angiogenese zeigte sich,
dass Wundsekrete chronischer Ulcera im Vergleich zu Wundsekreten aus akuten Wunden
hemmend auf die Angiogenese wirken. Daraus schlossen Drinkwater et al. bereits 2001, dass
in den Wundsekreten chronisch veno¨ser Ulcera vermehrt Faktoren auftreten, die die fu¨r die
Wundheilung unerla¨ssliche Neovaskularisation hemmen [28].
Chronische Wunden werden anhand ihrer Genese unterschieden: Die Hauptursachen sind
veno¨se Insuffizienz (45-60% ), Arteriosklerose (10-20% ), Diabetes mellitus (15-25% ), die drei
ha¨ufigsten Formen der chronischen Wunden sind das Ulcus cruris, das diabetische Ulcus
oder der Dekubitus [29]. Weitere Ursachen ko¨nnen Infektionen, Vaskulitiden oder maligne
Hauterkrankungen sein [3, 6, 25, 30].
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Das Ulcus cruris
Dem Ulcus cruris liegt eine chronisch-veno¨se Klappeninsuffizienz zu Grunde, der meistens
als ursa¨chliche Erkrankung ein postthrombotisches Syndrom oder ein Varizenleiden voraus-
gegangen ist [6]. Durch die durchla¨ssigen Klappen staut sich das Blut in den Beinvenen
und der Gefa¨ßdruck erho¨ht sich. Der verringerte Abfluss von Blut und Lymphe fu¨hrt zur
Ausbildung eines O¨dems, welches die Mikrozirkulation und damit die Sauerstoffversorgung
im Gewebe verschlechtert. In Folge kommt es zu u¨berma¨ßiger Bindegewebsneubildung und
Entzu¨ndungsreaktionen und es resultiert ein Gewebeuntergang [1]. Klinisch a¨ußert sich die
veno¨se Insuffizienz mit einem O¨dem, Lipodermatosklerose, Hyperpigmentation und Hyper-
keratose [31]. Chronische veno¨se Ulcera ko¨nnen auch bei intakten Venenklappen entstehen,
wenn die physiologische Muskelpumpe der Beine nicht funktioniert, wie es bei Paresen oder
Immobilisation der Fall ist. Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus, chronische Durchblu-
tungssto¨rungen oder eine gesto¨rte Immunabwehr begu¨nstigen zusa¨tzlich die Chronifizierung
von veno¨sen Ulcera [7].
Das diabetische Ulcus
Das diabetische Ulcus ist eine weitere Form der chronischen Wunde und das Endresultat
eines diabetischen Fußsyndroms. Bis zu 5% der Patienten mit Diabetes mellitus als Grunder-
krankung entwickeln jedes Jahr, 15% aller erwachsenen Diabetiker entwickeln im Leben ein
chronisches Ulcus [25, 32, 33]. Die Hauptursache ist meistens eine distale autonome und sen-
somotorische Neuropathie, oft mit arteriosklerotisch verursachter Mikro- und Makroangiopa-
thie einhergehend [1, 6, 32]. Erho¨hte Glucose-Spiegel im Blut hemmen die Wundheilung, da
proinflammatorische Zytokine von den entsprechenden Zellen unzureichend exprimiert und
nachfolgende Mediatorsysteme nicht mehr ausreichend aktiviert werden [3]. Die Konsequenz
ist eine verminderte Chemotaxis, keine ausreichende Bildung von Granulationsgewebe, ver-
ringerte Fibroblastenproliferation und Kollagensynthese [3, 6]. Als Folge verla¨ngert sich die
Entzu¨ndungsphase, die Heilungsmechanismen sind unzureichend und die Wunde chronifi-
ziert.
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Der Dekubitus
Der Dekubitus wird durch la¨nger andauernden Druck auf Weichgewebe verursacht, welches
zwischen einer Knochenprominenz und einer a¨ußeren Fla¨che komprimiert wird [34]. Das
Gewebe wird an diesen Stellen nicht ausreichend durchblutet und es bilden sich Nekrosen.
Diese Zentrierung des Ko¨rpergewichts auf kleinere Fla¨chen, wie zum Beispiel Hu¨fte, Steiß-
bein, Kno¨chel oder Ferse, entsteht besonders beim Liegen [35]. Meist handelt es sich bei
den betroffenen Patienten um bettla¨grige oder querschnittsgela¨hmte Menschen, die nicht in
der Lage sind, ihre Lagerungsposition selbst zu vera¨ndern [34]. Die Pra¨valenz betra¨gt bis zu
16% in Krankenha¨usern. Ein schlechter Allgemeinzustand, ho¨heres Alter, Inkontinenz oder
erho¨hte Temperatur sind weitere pra¨disponierende Faktoren [6, 25, 35]. Die verschiedenen
Auspra¨gungen von der Hautoberfla¨che bis in die tieferen Muskelschichten und Knochen wer-
den nach Campbell (1959) in sieben Stadien eingeteilt [36]. Fu¨r die verschiedenen Stadien
gibt es unterschiedliche Therapieformen - die konservative Therapie in den ersten drei Sta-
dien z.B. mit Hilfe von heilungsfo¨rdernden Wundauflagen, bis hin zu Lappenplastiken fu¨r
tiefere Defekte [36].
Eine chronische Wunde verursacht bei den Patienten Schmerzen, Immobilita¨t oder Arbeits-
unfa¨higkeit. Im Vergleich zur Therapie akuter Wunden ist die durchschnittliche Behand-
lungsdauer langwieriger und die Kosten erheblich ho¨her, zudem wachsen mit der zunehmend
alternden Bevo¨lkerung die Fallzahlen und Kosten weiter an [33, 37]. In Deutschland be-
tragen die Kosten fu¨r die Versorgung chronischer Wunden mehr als acht Milliarden Euro
ja¨hrlich, international 3% des gesamten Ausgabenvolumens im Gesundheitswesen [38]. Da-
her ist es sinnvoll, die genauen Einflussgro¨ßen der gesto¨rten Wundheilung zu untersuchen
und zu den bereits existierenden Behandlungsformen weitere Mo¨glichkeiten zu entwickeln,
die den langwierigen Heilungsprozess der chronischen Wunde erleichtern oder verku¨rzen.
1.2 Macrophage migration Inhibitory Factor (MIF)
Im Laufe der letzten Jahre hat sich MIF als ein beim Ablauf von zahlreichen Erkrankungen
wichtiges Zytokin herausgestellt.
1966 wurde erstmals durch verschiedene Forschungsgruppen eine lo¨sliche Substanz aus Lym-
phozyten beschrieben, die bei der allergischen U¨berempfindlichkeitsreaktion vom Spa¨ttyp
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vermehrt freigesetzt wird und die Migration von Makrophagen hemmt. Daher wurde sie als
Migration Inhibitory Factor (MIF) bezeichnet und ist eines der ersten entdeckten Zytoki-
ne [39, 40]. In weiteren Untersuchungen konnte eine Versta¨rkung der Oberfla¨chenadha¨sion,
Phagozytose, Ausbreitung und eine dosisabha¨ngige Verringerung der Beweglichkeit von Ma-
krophagen durch MIF nachgewiesen werden [41, 42, 43]. Die Beobachtung von MIF als sekre-
torisches Produkt aus Hypophysenzellen durch die Stimulation mit einem Endotoxin (LPS=
Lipopolysaccharid) charakterisierte es als wichtigen Mediator im endotoxischen Schock und
damit seine hormonartige Wirkung [44].
Allerdings gab es durch den Mangel an einer Methodik zur Aufreinigung des Proteins Hypo-
thesen u¨ber mehrere MIF-Spezies oder einen Macrophage Activating Factor (MAF), welcher
sich spa¨ter als IFN-γ und IL-4 identifizieren ließ [41, 45]. Durch die Klonierung von humanem
MIF und die Expression rekombinanten MIFs mittels E. coli Bakterien mit anschließender
Aufreinigung konnten weitere Erkenntnisse u¨ber die Gro¨ße, Struktur und Eigenschaften er-
langt werden [43, 46]. Entgegen des urspru¨nglichen Namens von MIF wurden im Verlauf
der weiteren Studien zunehmend proinflammatorische und aktivierende Eigenschaften des
Zytokins festgestellt, weshalb der Name MIF heute ha¨ufig fu¨r Irritationen sorgt. Inzwischen
wurde die Freisetzung von MIF durch diverse Zellarten, enzymatische und hormonelle Wirk-
weisen und Signalwege in zahlreichen Studien untersucht und charakterisieren MIF als fu¨r
das hormonelle Gleichgewicht, Immunreaktionen und Entzu¨ndungsprozesse entscheidendes
Zytokin. MIF ist ein relevanter Mediator in vielen Erkrankungen und bietet daher Ansatz-
punkte zur Entwicklung neuer Therapien, so auch im Prozess der Wundheilung.
1.2.1 MIF - Aufbau
MIF ist ein aus 115 Aminosa¨uren bestehendes Protein mit einer molekularen Masse von 12,5
kDa [43]. Durch die Kristallstrukturanalyse von MIF konnte gezeigt werden, dass sich die
Sekunda¨rstruktur aus zwei antiparallelen α-Helices und sechs β-Stra¨ngen zusammensetzt,
vier der β-Stra¨nge bilden ein β-Faltblatt [47, 48]. U¨ber die Oligomerisierung von MIF gibt
es verschiedene Studien, es wurde als Monomer, Dimer und Trimer vorliegend nachgewiesen,
es ist jedoch bislang unklar, in welcher Form es gelo¨st vorliegt [43, 48, 49].
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Abbildung 1.4: Dreidimensionale Struktur von huMIF: A = Monomer, B = Dimer, C =
Trimer [50]
1.2.2 MIF - Vorkommen und Eigenschaften
MIF wird systemisch aus dem Hypophysenvorderlappen freigesetzt und ist fast in allen Or-
ganen in gro¨ßeren Mengen vorhanden [44, 51, 52].
Nachdem la¨ngere Zeit angenommen wurde, MIF werde ausschließlich durch aktivierte T-
Lymphozyten sezerniert [40] und die Makrophagen wa¨ren nur Hauptangriffsziel von MIF,
konnten Calandra et al. 1994 nachweisen, dass Makrophagen auch MIF-Quelle sind [51]. MIF
induziert die Freisetzung signifikanter Mengen TNF-α und IL-1 aus Makrophagen, umgekehrt
induzieren TNF-α und IFN-α die Freisetzung von MIF aus Makrophagen [43, 51, 53]. Auch
durch LPS stimulierte Makrophagen exprimieren und sezernieren signifikante Mengen MIF
und TNF-α [52, 54]. MIF stimuliert die Proliferation der T-Zellen und diese sezernieren
vermehrt IL-2 und IFN-γ [53, 55]. MIF hat mit diesem sich versta¨rkenden System direkten
Einfluss auf die Regulation von inflammatorischen Reaktionen und die Antigen-spezifische
Immunantwort im ganzen Ko¨rper. Auch eosinophile Granulozyten und Keratinozyten sind
in der Lage, MIF zu synthetisieren und zu speichern [56, 57].
Zahlreiche Studien zeigen somit, dass MIF nahezu ubiquita¨r exprimiert wird und entschei-
dende Schlu¨sselfunktionen in der lokalen oder systemischen Vermittlung von Signalen oder
Induktion der Expression anderer Zytokine hat.
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MIF und Chemotaxis
Chemokine sind Signalproteine, welche bei Inflammation oder Reparaturprozessen die not-
wendigen Zellen zum gescha¨digten Gewebe locken. Der chemotaktische Effekt entsteht durch
den Konzentrationsgradienten des Chemokins und dessen Wirkung auf die Oberfla¨che und
das Zytoskelett der erreichten Zellen [58].
Auch das Zytokin MIF hat chemotaktische Eigenschaften, es nutzt die Chemokin-Rezeptoren
CXCR2 und CXCR4 der Zellen und wurde daher ku¨rzlich in die Klasse der Chemokine-like-
function-Zytokine u¨berfu¨hrt. [59]. U¨ber CXCR4 ist bekannt, dass es maßgeblich an der Re-
krutierung endothelialer Vorla¨uferzellen, sogenannte endotheliale Progenitorzellen (EPCs)
beteiligt ist, denen auch im Rahmen der Wundheilung eine wichtige Funktion zugespro-
chen wird [60]. Die EPCs, erstmals 1997 durch Asahara beschrieben, zirkulieren im Blut
und haben die Eigenschaft, zu Endothelzellen zu differenzieren, welche fu¨r die Angiogenese
unerla¨sslich sind [61]. Es konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen unter hypoxischen Be-
dingungen vermehrt MIF freisetzen. Hieru¨ber werden in Folge EPCs zum Zielort rekrutiert,
welche dann weiter differenzieren und proangiogenetische Faktoren freisetzen [62]. U¨ber den
CXCR2 und CXCR4 lo¨st MIF an G-Proteine und Integrine gekoppelte Signalwege aus, wel-
che A¨nderungen im Zytoskelett bei EPCs, Monozyten und T-Zellen bewirken und damit
wiederum Integrine aktivieren. Die Zellen ko¨nnen sich entlang des MIF-Gradienten ausrich-
ten.
Auch in entzu¨ndeten oder artherosklerotischen Gefa¨ßen spielt die durch MIF vermittelte
Chemotaxis durch Monozyten-Adha¨sion an den Gefa¨ßwa¨nden eine entscheidende Rolle; der
Rezeptorkomplex besteht hier aus CXCR2 und CD74 [59, 63].
Zellula¨re Signalwege und weitere Wirkweisen von MIF
Die MIF-Freisetzung aus der jeweiligen Zelle erfolgt nicht u¨ber den klassischen Sekreti-
onsweg des Endoplasmatischen Retikulums, sondern u¨ber einen membransta¨ndigen ABC-
Transporter, der ohne konstante Energieversorgung der Zelle viele verschiedene Substrate
u¨ber die Zellmembran transportieren kann [64].
U¨ber endogen freigesetztes und exogenes MIF wird der Tumorsuppressorfaktor p53, welcher
in geringen Mengen DNA-Reparaturmechanismen und in ho¨heren Konzentrationen die Si-
gnalkaskade zur Apoptose aktiviert, inhibiert. MIF reduziert so die durch oxidativen Stress
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induzierte Apoptose und sichert die Funktion und das U¨berleben der Makrophagen [65, 66].
Die unterschiedlichen Funktionen von MIF konnten durch die Identifikation von mehr als
600 Genen verschiedenster Faktoren, welche durch MIF reguliert werden, weiter pra¨zisiert
werden. Die von MIF hochregulierten Gene fu¨r Chemokine, Zytokine und deren Rezepto-
ren oder Akut Phase Proteine sind entscheidend fu¨r Entzu¨ndungsreaktion, Wundheilung,
Zellzyklus und Immunita¨t [67].
Die Ergebnisse dieser Studien lassen erahnen, dass MIF auch in der Wundheilung eine
Schlu¨sselfunktion einnimmt, da MIF fu¨r die Wundheilung wichtige Prozesse, wie beispielswei-
se die Genregulation wichtiger Zytokine, Makrophagen-Aktivierung und Apoptose indirekt
beeinflusst.
MIF und Hormone
Die hormonartige Wirkweise von MIF zeigt sich nicht nur durch den Nachweis von MIF in der
Hypophyse und dessen Freisetzung ins Blut als systemische Antwort auf inflammatorische
Prozesse [44]. MIF wurde in sekretorischen Granula corticotropher und thyreotropher Zel-
len der Adenohypophyse entdeckt. Mittels Endotoxa¨mie durch LPS konnte die Freisetzung
von MIF aus diesen Zellen induziert werden, durch Stimulation mit Corticotropin-releasing
Hormone (CRH) wurde die MIF-Freisetzung durch niedrigere Konzentrationen, als fu¨r die
ACTH-Freisetzung notwendig, erreicht [68]. Auch in der Nebennierenrinde, Produktionsort
der Glucocorticoide, konnte die MIF-Produktion und -Freisetzung bei Stimulation durch
Endotoxine hochreguliert werden [52].
MIF fungiert auch als autokriner Regulator der Insulinfreisetzung, da das Zytokin sekre-
torisches Produkt der β-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas ist und die Glucose-
induzierte Insulin-Freisetzung versta¨rkt. Die Expression von MIF wird zeitabha¨ngig und
je nach Glucosekonzentration reguliert, sodass MIF damit unmittelbare Wirkung auf die
Glucoseverwertung hat [69]. Benigni et al. konnten den direkten Einfluss von MIF auf die
Glucose-Freisetzung und den Kohlenhydratabbau in Muskelzellen von Ratten nachweisen.
Durch Zugabe von MIF zeigte sich die Hochregulation eines allosterischen Regulators der
Glycolyse und verschiedener Enzyme, die zum katabolen Abbau von Na¨hrstoffen und ver-
mehrter Laktatproduktion notwendig sind [70].
Bei Probanden verschiedener Altersgruppen konnte nachgewiesen werden, dass mit der al-
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tersabha¨ngigen Abnahme der O¨strogenspiegel ein Anstieg der MIF-Level erfolgte [67]. Weite-
re Studien zeigen geschlechtsspezifische Unterschiede der MIF-Serum-Konzentrationen, wie
eine negative Korrelation von O¨strogen und MIF und eine positive Korrelation von Testos-
teron und MIF [71] oder ho¨here Werte bei Ma¨nnern [72]. Diese Ergebnisse unterstreichen
die Erkenntnis, dass MIF durch O¨strogen herunterreguliert wird und lassen vermuten, dass
Testosteron eine positive Wirkung auf die MIF-Expression hat.
Die MIF-Freisetzung ist eng an Hormone und deren Wirkungen gekoppelt und kann je nach
Hormonspiegel versta¨rkt oder verringert sein. Gleichzeitig gibt es einen direkten Einfluss von
MIF auf die Wirkung von Hormonen.
MIF und Glucocorticoide
Glucocorticoide steuern inflammatorische Prozesse und die Immunantwort des Ko¨rpers. Wer-
den im Falle einer Endotoxa¨mie Glucocorticoide wie z.B. Dexamethason verabreicht, wirken
diese immunsuppressiv, indem sie die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen hem-
men. Calandra et al. zeigten jedoch 1995, dass erho¨hte Glucocorticoid-Konzentrationen zu
einer vermehrten Freisetzung von MIF aus Makrophagen fu¨hren, obwohl es ein proinflamma-
torisches Zytokin ist. Bis zu einer bestimmten Glucocorticoid-Konzentration kann MIF deren
Wirkung und damit auch die Hemmung der Freisetzung anderer proinflammatorischer Zyto-
kine wie TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-8 aufheben [54, 55]. Die Zugabe von MIF-Antiko¨rpern
zu LPS-stimulierten Monozyten und anschließender Dexamethasongabe potenziert die im-
munsuppressive Wirkung des Glucocorticoids [54]. Als einziger direkter und indirekter Ant-
agonist der Glucocorticoide hat MIF ebenfalls am Gleichgewicht von Entzu¨ndungs- oder
Immunreaktion und Immunsuppression Anteil und bildet mit den Glucocorticoiden ein Re-
gulationssystem von Immunantwort und Entzu¨ndungsreaktion [55].
1.2.3 MIF - Einfluss in verschiedenen pathophysiologischen
Mechanismen
Der Einfluss von MIF auf die Pathogenese verschiedener Entzu¨ndungskrankheiten wurde in
zahlreichen Studien belegt [73]. MIF ist ein wichtiger Modulator des septischen Schocks,
außerdem hat MIF direkten Einfluss auf Entstehung und Verlauf der Glomerulonephritis
oder der Rheumatoiden Arthritis [52, 53, 72, 74, 75, 76]. Bei der Kardiomyopathie, Myo-
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kardischa¨mien oder artherosklerotischer Plaquedestabilisation bewirkt MIF eine vermehrte
Expression von Faktoren, welche fu¨r die Progression dieser Erkrankungen entscheidend sind
[77]. Das Zytokin konnte vermehrt in Seren und Bronchialsekreten von Patienten mit Asthma
oder ARDS (Akutes progressives Lungenversagen) nachgewiesen werden [56, 78, 79].
MIF hat auch Einfluss auf die Bildung von Tumoren, indem es bei diesen Zellproliferation,
Angiogenese und die Aktivita¨t von Tumorsuppressoren moduliert [80].
Damit wird ersichtlich, dass MIF sowohl den Ablauf von autoimmunologischen, entzu¨ndlichen
oder ischa¨mischen Prozessen als auch die Tumorgenese mitsteuert.
1.2.4 MIF - Vorkommen in der Haut und seine Rolle in der
Wundheilung
In der Haut kommt MIF in allen Schichten der Epidermis vor [52, 57, 81]. Besonders Ke-
ratinozyten [57], aber auch Erythrozyten [72], Melanozyten [82], Endothelzellen der Dermis
[83], ekkrine Schweiß- und Talgdru¨sen und Zellen der a¨ußeren Schicht der Haarwurzelschei-
den enthalten MIF [81, 84].
MIF und Erkrankungen der Haut
In verschiedenen Hauterkrankungen, ob autoimmunologischer, allergischer, infektio¨ser oder
maligner Genese, wurden teilweise lokal oder systemisch erho¨hte MIF-Konzentrationen ge-
messen: Bei Patienten mit der systemischen Autoimmunerkrankung Lupus Erythematodes
fanden sich erho¨hte MIF-Serumwerte [72], ebenso ist die MIF-Expression bei dem akut
entzu¨ndlichen Ekzem oder Kontaktdermatitis in Endothelzellen erho¨ht [83, 85]. Bei der Sar-
koidose oder dem Pseudolymphom, welche chronisch verlaufen, wurden wiederum lokal keine
erho¨hten MIF-Konzentrationen gemessen [83]. In den Tumorzellen des malignen Melanoms
konnten erho¨hte MIF-Konzentrationen und der erhebliche Einfluss von MIF auf die Migrati-
on der Tumorzellen und die Tumor-assoziierte Angiogenese in der Haut nachgewiesen werden
[82, 86].
MIF und die Wundheilung
Bislang wurden verschiedene Erkenntnisse u¨ber den unmittelbaren zellula¨ren Einfluss von
MIF in der Wundheilung gesammelt: So wird MIF anfangs zuna¨chst in inflammatorischen
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Zellen (z.B Leukozyten) hochreguliert, in der spa¨teren Remodellierungsphase sind die MIF-
Konzentrationen in den fu¨r die Narbenbildung wichtigen Fibroblasten hochreguliert [87]. MIF
bewirkt die Hochregulation von Genen proinflammatorischer Zytokine, welche besonders aus
Entzu¨ndungszellen, Endothelzellen und Fibroblasten freigesetzt werden. Die fu¨r die Wund-
heilung wichtigen Kollagene und unabdingbaren Faktoren fu¨r eine wundheilungsfo¨rdernde
EZM (zum Beispiel MMPs) unterliegen auch der Regulation durch MIF. Zudem sorgt MIF
fu¨r die versta¨rkte Exprimierung von Endothel-Adha¨sionsmoleku¨len (Integrine), Faktoren,
welche die Leukozytenadha¨sion, -migration und -diapedese ermo¨glichen und Inhibitoren der
Angiogenese, welche wichtig fu¨r die Organisation von Granulationsgewebe sind. Gleichzei-
tig verringert MIF die Genexpression Apoptose-induzierender und antimikrobieller Faktoren
[67].
Entgegen dieser Studien sind die bisherigen Erkenntnisse u¨ber den Einfluss von MIF auf den
Ablauf der Wundheilung und die daran beteiligten Faktoren jedoch widerspru¨chlich:
Verschiedene Studien zeigten eine positive Wirkung von MIF auf die Wundheilung. In einer
Studie mit akuten Wunden an Ratten konnte im Vergleich zu aus intakter Haut gewonnenen
Fibroblasten in den aus einer Hautla¨sion gewonnenen Fibroblasten nach LPS-Stimulation
eine ho¨here MIF-Konzentration nachgewiesen werden. Die Zugabe von MIF-Antiko¨rpern in
die Hautla¨sion fu¨hrte zu einer verzo¨gerten Wundheilung [88]. Dewor et al. konnten nach-
weisen, dass MIF die Migration von Fibroblasten ins Wundgebiet stimuliert, begleitet von
einer Calcium-Rezeptor-Desensibilisierung [89]. Ku¨nstlich erzeugte akute Wunden bei MIF-
Knock-Out(KO)-Ma¨usen zeigten eine im Vergleich zu MIF-Wildtyp-Ma¨usen verringerte Bil-
dung von Granulationsgewebe und damit eine verzo¨gerte Wundheilung. Eine Stimulation mit
LPS wirkte sich im Gegensatz zu den MIF-KO-Ma¨usen bei den Wildtyp-Ma¨usen positiv auf
die Fibroblasten-Vermehrung und deren Funktion aus. Außerdem konnte die Heilung und im
Einzelnen die Bildung von Kollagen und Gefa¨ßen bei MIF-KO-Ma¨usen, Wildtyp-Ma¨usen und
diabetischen Ma¨usen durch das Einbringen von MIF-impra¨gnierten Gelatin-Mikrokugeln in
die Wunden, welche MIF gleichma¨ßig freisetzen, deutlich beschleunigt werden [90].
In mehreren Studien wurde MIF jedoch als negativer Einflussfaktor fu¨r den Ablauf der Wund-
heilung nachgewiesen: Bei chronisch-veno¨sen Ulcera wurde eine lokal erho¨hte MIF-Expression
festgestellt [87], gleichzeitig wurde eine Verzo¨gerung der Wundheilung bei erho¨hten MIF-
Konzentrationen gemessen [91]. Eine weitere Studie zeigte ebenfalls eine verlangsamte der
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Wundheilung durch die Hochregulation von MIF. Zusa¨tzlich wurde der entscheidende Ein-
fluss von O¨strogen auf die Freisetzung von MIF in der Wundheilung nachgewiesen, da die
vermehrte MIF-Expression eine Folge von O¨strogen-Mangel war. In vitro zeigte sich wie-
derum eine deutliche Reduktion der MIF-Freisetzung aus Makrophagen durch Zugabe von
O¨strogen. MIF wird durch O¨strogen u¨ber den Transkriptionsfaktor NF-κB reguliert, welcher
direkten Einfluss auf Apoptose, die Immunantwort und die Zellproliferation hat [92].
Bislang wurden noch keine klinischen Studien zu chronischen Wunden durchgefu¨hrt, welche
dabei die MIF-Konzentrationen beru¨cksichtigen, die bisherigen Untersuchungen erfolgten
zudem u¨berwiegend am Tiermodell.
1.3 Zielsetzung
Im Rahmen dieser klinisch orientierten Studie sollte die Rolle von MIF in der Wundheilung
untersucht werden.
Hierbei wurden die MIF-Konzentrationen in den Seren und Wundsekreten von Patienten mit
akuten und chronischen Wunden verglichen. Da Entzu¨ndungsparameter wie das C-Reaktive
Protein und Leukozyten im Serum Hinweise auf den Schweregrad von entzu¨ndlichen Gesche-
hen im Ko¨rper geben ko¨nnen, wurde dieser Wert in die Untersuchung miteinbezogen. Da
ein Diabetes Mellitus eine der wichtigsten fu¨r chronische Ulcera pra¨disponierenden Grunder-
krankungen ist, wurden daher die gemessenen MIF-Werte mit dem Bestehen eines Diabetes
Mellitus in Bezug gesetzt, außerdem wurden Gruppen nach Ursache der Wunde gebildet
und die MIF-Konzentrationen verglichen. Des Weiteren wurden die MIF-Konzentrationen in
Abha¨ngigkeit vom jeweiligen Geschlecht und dem Alter untersucht.
Da Glucocorticoide einen wichtigen Antagonisten von MIF darstellen, wurde auch deren
Konzentration in den Proben gemessen.
Die Mobilisierung von EPCs wird entscheidend durch MIF gesteuert, daher wurde die EPC-
Migration und damit der chemotaktische Einfluss von MIF in den Sekreten der Wunden auf
diese Zellen untersucht.
2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Gera¨te
Gera¨t Firma
ELISA-Plate-Washer Tecan, Ma¨nnedorf (Schweiz)
Feinwaage Sartorius, Go¨ttingen (Deutschland)
FACS Canto Becton Dickinson, Heidelberg (Deutschland)
FLUOstar OPTIMA BMG Labtech, Offenburg (Deutschland)
Haraeus Multifuge 3SR+ Centrifuge Thermo scientific, Dreieich (Deutschland)
Ku¨hlschrank 4◦C Robert Bosch, Gerlingen (Deutschland)
Magnetru¨hrer MR 3002 Heidolph, Schwabach (Deutschland)
Magnetru¨hrsta¨bchen Heidolph, Schwabach (Deutschland)
Multipipette plus Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Pipette (10µl, 100µl, 200µl, 1000µl) Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Pipetus R© Hirschmann, Eberstadt (Deutschland)
Sprout R© Mini-Centrifuge Heathrow Scientific LLC, Nottingham (Großbritannien)
Tiefku¨hlschrank -80◦C Ultra Low Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo (Japan)
Tischwaage Sartorius, Go¨ttingen (Deutschland)
Vortexer Reax 2000 Heidolph, Schwabach (Deutschland)
Wallac Multilabel Counter 1420 Perkin Elmer, Waltham (Massachusetts, USA)
Z-16K Ku¨hlzentrifuge Sigma laboratory centrifuges, Mu¨nchen (Deutschland)
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Glaswaren
Material Firma
Becherglas (10ml) Schott DURAN, Mainz (Deutschland)
BD Discardit Spritze (10ml, 20ml) Becton Dickinson, Heidelberg (Deutschland)
Centrifuge Tubes (10ml, 50ml) TPP, Trasadingen (Schweiz)
Combi Tip (2,5ml, 5ml, 10ml) Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
FluoroBlok cell culture inserts (8µm Becton Dickinson, Heidelberg (Deutschland)
Eppendorf Cups (0,2ml, 1ml, 2ml) Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Maxisorb Platten 96 Wells Nunc, Wiesbaden (Deutschland)
Mikrotiterplatte, 96 Wells mit Antiko¨rper Ho¨lzel Diagnostika, Ko¨ln (Deutschland)
Laborflaschen (50ml, 100ml) Schott DURAN, Mainz (Deutschland)
Messzylinder (2000ml) Brand, Wertheim (Deutschland)
Microlance Kanu¨le Becton Dickinson, Heidelberg (Deutschland)
Mullkompresse steril (25cm2, 100cm2) Beesana, Hamburg (Deutschland)
Pipettenspitzen (10µl) Eppendorf, Hamburg (Deutschland)
Pipettenspitzen (100µl, 200µl, 1000µl) Biozyme, Kundl (O¨sterreich)
PolyMem Wound Care Dressing Ferris Mfg.Corp., Burr Ridge (Illinois, USA)
PS-Microplate 96 Wells Greiner, Frickenhausen (Deutschland)
Serological Pipette (2,5ml, 5ml, 10ml, 25ml) TPP, Trasadingen (Schweiz)
Serum Monovetten Sarstedt, Nu¨mbrecht (Deutschland)
Transwell cell migration chambers Corning, Lowell (Massachusetts, USA)
Zellkultur-Testplatte (6 Well/flach) Biochrom, Berlin (Deutschland)
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2.1.3 Reagenzien und Lo¨sungsmittel
Reagenz, Lo¨sungsmittel Firma
Aquabidest Apotheke UK Aachen (Deutschland)
Aquadest Apotheke UK Aachen (Deutschland)
Bio-Rad DC Protein Assay Reagent A Bio-Rad Laboratories, Mu¨nchen (Deutschland)
Bio-Rad DC Protein Assay Reagent B Bio-Rad Laboratories, Mu¨nchen (Deutschland)
Bio-Rad DC Protein Assay Reagent S Bio-Rad Laboratories, Mu¨nchen (Deutschland)
Bovine Serum Albumine PAA Laboratories, Linz (O¨sterreich)
Calcein-AM Calbiochem/Merck, Darmstadt (Deutschland)
CD31-Antiko¨rper, anti-PECAM1/
CBL 468F, Clone HC1/6, FITC Conj. Millipore, Billerica (Massachusetts, USA)
CD 34 StemSep Selection Cocktail STEMCELL Technologies, Grenoble (Frankreich)
Complete-Mini, EDTA-free Roche Diagnostics, Mannheim (Deutschland)
Dil-ac-LDL Cell Systems, Troisdorf (Deutschland)
EGM MV(2)
(Epithelial cell Growth Medium MV) PromoCell, Heidelberg (Deutschland)
Enzyme Conjugate Ho¨lzel Diagnostika , Ko¨ln (Deutschland)
Fibronectin Biochrom, Berlin (Deutschland)
Lectin FITC Conjugate Sigma-Aldrich, Mu¨nchen (Deutschland)
MIF-Antiko¨rper MAB289(1◦)
2µg/ml Endkonz. R&D Systems, Wiesbaden (Deutschland)
MIF-Antiko¨rper BAF289 (2◦)
200ng/ml Endkonz. R&D Systems, Wiesbaden (Deutschland)
pMIFUHD10-3 AG Bernhagen, Institut fu¨r Biochemie und
Molekularbiologie, RWTH Aachen (Deutschland)
PBS Dulbecco Biochrom, Berlin (Deutschland)
Saccharose Merck, Darmstadt (Deutschland)
Standard (0-6) Ho¨lzel Diagnostika, Ko¨ln (Deutschland)
Stop Lo¨sung (0,5M H2SO4) Ho¨lzel Diagnostika, Ko¨ln (Deutschland)
Streptavidin-HRP R&D Systems, Wiesbaden (Deutschland)
Substrat A Reagent Pack R&D Systems, Wiesbaden (Deutschland)
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Substrat B Reagent Pack R&D Systems, Wiesbaden (Deutschland)
Substrat Lo¨sung (TMB) Ho¨lzel Diagnostika, Ko¨ln (Deutschland)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Merck, Darmstadt (Deutschland)
Triton X-100 Merck, Darmstadt (Deutschland)
Tween 20 Sigma-Aldrich, Mu¨nchen (Deutschland)
VEGFR-2-mAb, Clone KDR-1 Sigma-Aldrich, Mu¨nchen (Deutschland)
Wasch Lo¨sung 40x konzentriert Ho¨lzel Diagnostika, Ko¨ln (Deutschland)
0,5M H2SO4 J.T. Baker, Deventer (Niederlande)
2.1.4 Computer-Software
Software Firma
Excel Microsoft
Graphpad Prism GraphPad Software, Inc.
LaTex www.toolscenter.org
Optima FLUOstar Software BMG Labtech
2.2 Patienten
Die Gewinnung von Seren und Wundsekreten wurde durch die Ethikkommission der RWTH
Aachen genehmigt.
2.2.1 Ein- und Ausschlusskriterien fu¨r die Patienten mit akuten
Wunden
Bei den Patienten mit akuten Wunden handelte es sich um fu¨nf Patienten (3 ma¨nnlich, 2
weiblich, 60 ±8 Jahre), bei welchen aufgrund eines Hautdefekts eine Defektdeckung mittels
einer lokalen Lappenplastik (z.B. Limberg-Lappen) durchgefu¨hrt worden war. Des Weiteren
wurden acht am malignen Melanom erkrankte Patienten (6 ma¨nnlich, 2 weiblich, 58 ±16
Jahre), bei welchen eine Sentinel-Lymphknoten-Entfernung durchgefu¨hrt wurde, in die Stu-
die miteingeschlossen. Die Ausschlusskriterien waren bei dieser Gruppe ein Alter <18 Jahre,
immunsupprimierende Erkrankungen, akute oder chronische Infektionen oder jegliche andere
akute Erkrankungen.
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2.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien fu¨r die Patienten mit chronischen
Wunden
Um als chronisch zu gelten, musste die Wunde seit mindestens drei Wochen bestehen und
durfte innerhalb dieser Zeit nicht operiert worden sein (siehe 1.1.2). In die Studie wurden
Patienten mit veno¨sen Ulcera, Dekubitalgeschwu¨ren und diabetischen Fußwunden einge-
schlossen (8 ma¨nnlich, 11 weiblich, 71 ±15 Jahre). Die Wundfla¨che musste mindestens 4cm2
groß sein und sollte mo¨glichst keine Zeichen einer akuten Infektion aufweisen.
Aus dieser Gruppe fielen Patienten mit einem Alter <18 Jahre, akuten oder chronischen
Infektionskrankheiten, Erkrankungen des Immunsystems, einer Anamnese mit Alkohol- bzw.
Drogenmissbrauch und Bindegewebserkrankungen heraus. Ausserdem wurden Patienten, die
innerhalb der letzten 30 Tage Kortikosteroide oder Immunsuppressiva eingenommen hatten,
ausgeschlossen.
2.2.3 Ein- und Ausschlusskriterien fu¨r gesunde Probanden
Die gesunden Probanden (11 ma¨nnlich, 10 weiblich, 28± 8 Jahre) zur Bildung einer Kon-
trollgruppe durften keinerlei Infektionskrankheiten, Erkrankungen des Immunsystems oder
Bindegewebserkrankungen haben. Zudem durften sie keine Medikamente einnehmen, die das
Immunsystem modulieren (z.B. Glukokortikoide).
2.3 Methoden
2.3.1 Die Blutprobenentnahme und Serumgewinnung
Die Blutproben wurden, wie auf Krankenhausstationen u¨blich, durch eine Venenpunktion
gewonnen. Die Blutentnahme erfolgte bei den operierten Patienten am ersten postoperativen
Tag und bei allen Gruppen um 8:00 Uhr morgens. Danach wurden diese zentrifugiert (g=
1428, 4 ◦C, 10min) und das Serum abpipettiert. Die Proben wurden aliquotiert und bei -80
◦C eingefroren.
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2.3.2 Entnahme und Aufbereitung des Wundsekrets
Akute Wunden
Die Sekretentnahme bei akuten Wunden erfolgte am ersten Morgen nach der Operation
(siehe 2.2.1) mittels einer Drainageflasche, die an dem im Wundgebiet eingena¨hten Draina-
geschlauch befestigt wurde. Das gewonnene Sekret wurde mit einer Spritze aus der Flasche
gezogen und 1ml des Wundsekrets auf je 1ml Wundpuffer-Proteinaseninhibitor-Gemisch (sie-
he unten,
”
Chronische Wunden“) gegeben. Danach wurde das Wundsekret wie das Blutserum
zentrifugiert, aliquotiert und eingefroren (siehe 2.3.1).
Chronische Wunden
Das Wundsekret wurde aus Wundauflagen wie Kompressen oder Polymem gewonnen. Diese
wurden fu¨r bis zu zwei Stunden auf die Wundfla¨che in einen Verband gelegt und konnten
so das exsudierte Wundsekret aufnehmen. Danach wurden die Wundauflagen abgenommen
und direkt weiterverarbeitet.
Um das gewonnene Sekret aus der Wundauflage herauszulo¨sen, wurden die Kompressen mit
1ml Wundpuffer-Proteinaseninhibitor-Gemisch (0.1 M-Tris/HCL, pH 7.4 mit 0.1% Triton X-
100 mit je 1 Tablette Proteinase-Inhibitor auf 10,5ml, siehe 2.1.3) pro cm2 Wundauflage fu¨r
zwei Stunden bei 4 ◦C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubation wurde die Wundauflage
an der Beha¨lterwand ausgedru¨ckt, die gewonnene Sekret-Puffer-Mischung aliquotiert und bei
-80 ◦C gelagert.
2.3.3 Die Proteinbestimmung nach Bradford in Serum und Wundsekret
Bei der Gewinnung der Proben, wie zum Beispiel von Wundsekret in unterschiedlichen Kon-
sistenzen aus verschiedenen Wundauflagen oder aus Drainageflaschen, waren durch den un-
terschiedlichen Wundpuffer- oder Flu¨ssigkeitsanteil bei den gemessenen MIF- oder Cortisol-
Konzentrationen große Unterschiede zu erwarten. Um den quantitativen Anteil eines spezifi-
schen Proteins in verschiedenen Proben miteinander vergleichen zu ko¨nnen, wurde daher der
Gesamtproteinanteil in den Proben bestimmt. Aus der gemessenen Menge des Gesamtprote-
ins und dem darin enthaltenen spezifischen Protein der jeweiligen Probe wurde der Quotient
gebildet.
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Die quantitative Proteinbestimmung wurde mittels eines modifizierten Lowry-Assays der
Firma BioRad (siehe 2.1.3) durchgefu¨hrt. Als Referenzprotein in der Standardreihe diente
BSA (Bovines Serum Albumin) mit je 0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0, 1.2, 1.4, 1.8, 2.0 mg/ml. Je 5
µl der vorbereiteten Proben und Standards wurden in die Wells der Platte (siehe 2.1.2)
gegeben. Die Durchfu¨hrung des Tests erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Extinktion
der Proben wurde bei 740 nm im FLUOstar Optima-Reader gemessen.
2.3.4 Der ELISA als Verfahren zur MIF- und Cortisol-Quantifizierung
Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist das Verfahren der Wahl, um die
Menge spezifischer Antigene mit Hilfe von passenden Antiko¨rpern festzustellen. Dieses Test-
verfahren basiert auf dem Prinzip der kompetitiven Bindung. Die Wells der Mikrotiterplatten
werden mit Antiko¨rpern beschichtet, die spezifisch auf das zu bestimmende Antigen passen.
Nach der Inkubation mit den aufbereiteten Patientenproben wird mittels einer enzymati-
schen Farbreaktion das Substrat sichtbar gemacht und die Absorbtion von einem ELISA-
Reader gemessen.
Durchfu¨hrung des MIF-ELISA
Zuna¨chst wurde eine speziell beschichtete Platte mit je 100µl/Well u¨ber Nacht mit der
Prima¨r-Antiko¨rper-Lo¨sung, also 40 µl MAB289(1◦) 2µg/ml Endkonz. und 10ml PBS (0,8%
NaCl, 0,02% KCl, 0,144% Na2HPO4, 0,024% KH2PO4 in 1l Aqua dest, pH 7,4), inkubiert
(siehe 2.1.3). Der Prima¨r-Antiko¨rper band an die Oberfla¨che der einzelnen Wells. Nach drei-
maligem Waschen mit einem Waschpuffer (0,05% Tween20 in PBS) im Plate-Washer wurden
die u¨berschu¨ssigen Bindungsstellen der Platte mit Blocking-Lo¨sung (1% BSA, 5% Saccharose
in PBS) fu¨r eine Stunde inkubiert und damit blockiert (300µl/Well).
Nach abermaligem Waschen wurde der Standard in unterschiedlicher Konzentration (0, 5,
10, 20, 30, 50, 100, 200 ng/ml) und die Proben in ihrer jeweiligen Verdu¨nnung aufgetra-
gen (100µl/Well). Die Verdu¨nnungen und der MIF-Standard erfolgten mit Proben-Puffer
(0,1% BSA, 0,05% Tween 20 in TBS). Der MIF-Standard wurde mit huMIF (siehe 2.1.3),
welches auf maximal 60ng/ml verdu¨nnt wurde, angesetzt. Nach zweistu¨ndiger Inkubation
und dreimaligem Waschen wurde der biotinylierte Sekunda¨r-Antiko¨rper (40 µl BAF289 (2◦)
200ng/ml Endkonz. und 10ml Probenpuffer) aufgetragen und wieder fu¨r zwei Stunden inku-
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biert (100µl/Well). Die Platte wurde wieder dreimal gewaschen. Danach erfolgte die Markie-
rung des Sekunda¨rantiko¨rpers mit HRP(Meerrettich-Peroxidase)-konjugiertem Streptavidin
(100µll/Well) fu¨r 20 Minuten unter Abschirmung von Licht. Dabei kam es zu einer Bindung
zwischen Streptavidin und Biotin am Sekunda¨r-Antiko¨rper, es bildete sich ein Antiko¨rper-
Antigen-Antiko¨rper-Komplex.
Das u¨berschu¨ssige Streptavidin wurde durch dreifaches Waschen von der Platte entfernt und
das farblose Substrat aufgetragen (100µl/Well). Dazu wurden die Substrate A (stabilisiertes
Wasserstoffperoxid) und B (stabilisiertes Chromogen) im Verha¨ltnis 1 zu 1 vermischt, aufge-
tragen (100µl/Well) und fu¨r 10 bis 20 Minuten unter Lichtabschirmung inkubiert. Im folgen-
den enzymatischen Reaktionsschritt wurde das Substrat durch die Meerrettich-Peroxidase in
ein blaues Endprodukt umgesetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die enzymatische
Reaktion mit Schwefelsa¨ure (0,5M H2SO4 in ddH2O) abgestoppt (50µl/Well) und es erfolgte
ein Farbumschlag nach gelb.
Die Platte wurde in den Optima Reader (siehe 2.1.1) gelegt und die jeweilige Absorbtion
der Proben bei 450nm gemessen. Die MIF-Standard-Reihe diente zur Bildung einer Regres-
sionsgeraden, um mit deren Hilfe beurteilen zu ko¨nnen, ob die gemessenen Werte der Proben
noch im gu¨ltigen Bereich lagen. Die reale MIF-Menge wurde durch die Geradengleichung der
Regressionsgeraden und Einbezug der jeweiligen Verdu¨nnung berechnet.
Durchfu¨hrung des Cortisol-ELISA
Um das in Seren und Wundsekreten enthaltene Cortisol zu quantifizieren, wurde ein Corti-
sol ELISA Kit der Ho¨lzel Diagnostika Gmbh verwendet. Die Mikrotiterplatte ist bereits
mit monoklonalem Antiko¨rper beschichtet (siehe 2.1.3), welcher gegen eine Antiko¨rper-
Bindungsstelle des Cortisol-Moleku¨ls gerichtet ist. Der unterschiedlich konzentrierte Stan-
dard (0, 20, 50, 100, 200, 400, 800 ng/ml) und die Proben wurden in den Wells gemeinsam mit
einem Cortisol-Meerrettich-Peroxidasekonjugat inkubiert, in Folge konkurrierte das Cortisol
aus den Proben mit dem Enzymkonjugat um die freien Bindungsstellen auf den beschich-
teten Wells. Durch wiederholtes Waschen der Wells wurde das nicht gebundene Konjugat
entfernt. Mittels hinzugegebener Substratlo¨sung kam es zu einer enzymatischen Farbreak-
tion mit dem Enzymkonjugat. Die Farbintensita¨t war daher umgekehrt proportional der
Cortisol-Konzentration in der jeweiligen Probe, die Absorbtion wurde durch einem ELISA-
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Reader gemessen. Die genaue Durchfu¨hrung des Tests erfolgte nach Angaben des Herstellers.
2.3.5 Der Chemotaxis Assay mit MIF
Da es Hinweise darauf gibt, dass MIF EPCs aus dem Knochenmark mobilisiert [63], sollte
hier nun MIFs Einfluss auf die Revaskularisation in gescha¨digtem Gewebe untersucht werden.
Fu¨r den Chemotaxis Assay mussten zuna¨chst EPCs isoliert und kultiviert werden. Die Che-
motaxisversuche erfolgten mit Hilfe einer modifizierten Boyden-Kammer. Dabei bestanden
die Wells aus zwei Kammern, welche durch eine aufgrund von Poren durchla¨ssige Membran
voneinander getrennt waren. Die untere Kammer wurde mit dem Substrat befu¨llt, welches
chemotaktisch aktive Proteine enthielt, um als Stimulus zu dienen. In der oberen Kammer
befanden sich die Zellen, welche durch Chemotaxis zur Migration angeregt werden sollten.
Nach einer bestimmten Inkubationszeit wurden die Zellen, welche von der oberen Kammer
in die untere Kammer gewandert waren, mittels Fluoreszenzmessung quantifiziert.
Isolation und Charakterisierung der Endothelialen Progenitorzellen
Die Isolierung und Kultivierung von Endothelialen Progenitozellen (EPCs) ist ein im Insti-
tut fu¨r Biochemie und Molekulare Zellbiologie des Universita¨tsklinikums Aachen etabliertes
Verfahren und kam bereits in vorangegangenen Studien zum Einsatz [62, 63]
Die Isolierung erfolgte aus Buffy-Coats, welche als Nebenprodukt einer Vollblutspende in
der Transfusionsmedizin des Universita¨tsklinikums Aachen entstanden waren. Dabei wur-
den die im heparinisierten Blut enthaltenen Zellen mittels Dichtegradienten-Zentrifugation
in verschiedene Fraktionen sortiert, es entstand ein du¨nner Leukozytenfilm (Buffy-Coat), aus
welchem die mononuklearen Zellen abgeerntet wurden. Die Verwendung des veno¨sen Blutes
wurde durch die schriftliche Einwilligung der gesunden Spender bewilligt und durch die
Ethikkommission genehmigt. Um CD34-positive (= spezifisch fu¨r ha¨matopoetische Stamm-
zellen oder Endothelzellen) Zellen aus den abgeernteten Zellen zu selektieren, wurde die
Magnetische Zell Separation (MACS) angewandt. Dabei wurde der CD34 Selection Cocktail
der Firma Stemcell Technologies verwendet, die Durchfu¨hrung erfolgte nach den Angaben
des Herstellers. Die zu >90% CD34-positiven Zellen wurden auf Fibronectin-beschichteten
Platten (6 Well/Platte) ausplattiert und in EGM MV2 (Endothelialzell-Wachstumsmedium)
kultiviert. Nach vier Tagen wurde das Wachstumsmedium ausgetauscht und nach sieben Ta-
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gen wurden die Zellen abgeerntet. Die weitere Charakterisierung der EPCs erfolgte mittels
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-Analyse. Die Zellen, welche zu >90% den ver-
schiedenen Kriterien (Fa¨rbung mit FITC-Lektin, Aufnahme von Dil-ac-LDL, VGFR-2 und
CD31 positiv) entsprachen, wurden als EPCs fu¨r die Chemotaxisversuche verwendet.
Der Chemotaxis Assay
In diesem Versuchsaufbau wurden jeweils zehn Seren oder Wundsekrete einer der verschiede-
nen Patientengruppen (Gesunde, Patienten mit akuten Wunden, Patienten mit chronischen
Wunden) und eine Leerprobe (Blank) verwendet. Die Boyden-Kammer wurde aus einer un-
teren Kammer (Transwell cell migration Chamber)und einem Fluoro Blok Filter (Poren-
durchmesser= 8µm) gebildet. In die unteren Kammern wurden die Seren oder Wundsekrete
eingebracht. Diese wurden zuvor zum Erreichen des optimalen Chemotaxis-Verha¨ltnisses
10fach mit EGM MV2, angereichert mit 0,5% BSA, verdu¨nnt. Der Blank enthielt nur EGM
MV2, um die ungerichtete Migration der Zellen zu messen. Die obere Kammer wurde mit
fluoreszensmarkierten EPCs (in EGM MV2 mit 0,5% BSA) beschickt (50 000 Zellen/Well).
Nach dreistu¨ndiger Inkubation wurde die (mittels Calcein-Fa¨rbung) entstandene Fluores-
zenz in der unteren Kammer gemessen. Der Chemotaktische Index wurde ermittelt, indem
der Blank gleich 1 gesetzt und die anderen gemessenen Werte darauf bezogen wurden. Die
bei den Patienten mit akuten oder chronischen Wunden gemessenen Werte wurden mit de-
nen der gesunden Probanden verglichen. Der spezielle chemotaktische Einfluss von MIF
auf die Migration der EPCs wurde mit Hinzugabe von neutralisierenden MIF-Antiko¨rpern
(NIH/III.D9) untersucht.
2.3.6 Die statistische Auswertung
Die gemessenen Daten wurden als Mittelwert und Standardabweichung dargestellt. Die sta-
tistische Analyse erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism5. Als Signifikanztest wur-
den die einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Korrektur fu¨r multiple Vergleiche und der
T-Test fu¨r Einzelvergleiche verwendet und der Korrelationskoeffizient nach Pearson berech-
net. Das Signifikanzniveau wurde mit 5% festgelegt. Die statistische Beratung erfolgte dabei
durch das Institut fu¨r Medizinische Statistik der RWTH-Aachen (Direktor: Prof. Dr. rer.
nat. R.-D. Hilgers).
3 Ergebnisse
3.1 MIF in Seren und Wundsekreten
Zuna¨chst wurden die gemessenen MIF-Konzentrationen in Seren und Wundsekreten mit und
ohne die Beru¨cksichtigung des Proteingehaltes dargestellt, um zu zeigen, ob diese fu¨r die wei-
teren Auswertungen der Seren und Wundsekrete notwendig ist. Sobald der Quotient aus z.B.
MIF- und Proteinmenge gebildet wurde, wird dieser folgerichtig als ”MIF-Anteil”bezeichnet.
Die Abbildung 3.1 zeigt die MIF-Konzentration im Serum der verschiedenen Gruppen (ge-
sunde Probanden, Patienten mit akuten und chronischen Wunden). Abbildung 3.2 zeigt den
MIF-Anteil im Serum der verschiedenen Gruppen (s.o.) unter Beru¨cksichtigung des Pro-
teingehalts. Es zeigt sich, dass die MIF-Konzentration bei den Patienten mit chronischen
Wunden signifikant ho¨her ist als bei der Gruppe der Gesunden (p= 0,0365), auch unter
Beru¨cksichtigung des Proteingehalts (p= 0,0457).
Abbildung 3.1: MIF-Konzentration in den Seren der verschiedenen Gruppen, * entspricht
p< 0,05
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Abbildung 3.2: MIF-Anteil in den Seren der verschiedenen Gruppen, * entspricht p< 0,05
In Abbildung 3.3 wird die MIF-Konzentration im Wundsekret der verschiedenen Gruppen
(Probanden mit akuten und chronischen Wunden) gezeigt, Abbildung 3.4 stellt den MIF-
Anteil im Wundsekret der verschiedenen Gruppen unter Beru¨cksichtigung des Proteingehalts
dar.
Abbildung 3.3: MIF-Konzentration in den Wundsekreten der verschiedenen Gruppen, **
entspricht p< 0,01
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Abbildung 3.4: MIF-Anteil in den Wundsekreten der verschiedenen Gruppen
Es zeigt sich eine signifikant ho¨here MIF-Konzentration in den Wundsekreten der Patienten
mit akuten Wunden (p= 0,0012), unter Beru¨cksichtigung des Proteingehaltes sind die MIF-
Anteile in den Wundsekreten der Probanden mit akuten und chronischen Wunden nahezu
gleich (p= 0,9948).
Die Abbildung 3.5 zeigt den MIF-Anteil in Serum und Wundsekret der Patienten mit aku-
ten und chronischen Wunden unter Beru¨cksichtigung des Proteingehalts. Damit werden die
Mengenverha¨ltnisse lokal versus systemisch aufgezeigt.
Abbildung 3.5: MIF-Anteil in den Seren und Wundsekreten der verschiedenen Gruppen,
* entspricht p< 0,05, *** entspricht p< 0,001
Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen dem MIF-Anteil der Seren und der Wund-
sekrete der Patienten mit akuten Wunden (p= 0,0001) und dem MIF-Anteil der Seren und
der Wundsekrete der Patienten mit chronischen Wunden (p= 0,0127). Das Mengenverha¨ltnis
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von MIF in den Seren zu Wundsekreten der Patienten mit akuten Wunden betra¨gt 1 zu 3573,
in den Seren zu Wundsekreten der Patienten mit chronischen Wunden betra¨gt 1 zu 1162. In
dieser Abbildung erscheint der Unterschied zwischen den Seren gering im Vergleich zu Ab-
bildung 3.1, was allerdings durch die gemeinsame Darstellung von Wundsekreten und Seren
bedingt ist.
3.2 MIF und laborchemische Entzu¨ndungsparameter
CRP und Leukozyten sind im klinischen Alltag sehr wichtige Laborparameter, um den Grad
einer Entzu¨ndung einscha¨tzen zu ko¨nnen. Hier wurden sie in Bezug zu der jeweiligen Wundart
gesetzt. In Abbildung 3.6 wird der CRP-Gehalt im Serum aller Gruppen dargestellt. Der
CRP-Wert in den Seren der chronischen Patienten ist signifikant ho¨her als in den Seren der
Gesunden und der Patienten mit akuten Wunden (p= 0,0037).
Abbildung 3.6: CRP-Werte in den Seren der verschiedenen Gruppen,
* entspricht p< 0,05, ** entspricht p< 0,01
Die Serum-Werte von MIF und CRP der verschiedenen Gruppen wurden in Bezug gesetzt,
indem der Korrelationskoeffizienten nach Pearson berechnet wurde. In den Seren der Pati-
enten mit akuten Wunden korrelieren die CRP- und MIF-Werte signifikant miteinander(r=
0,75), siehe Abbildung 3.7. Bei den Patienten mit chronischen Wunden korrelieren erho¨hte
CRP-Spiegel nicht mit ho¨heren MIF-Werten (r= 0,27), siehe Abbildung 3.8.
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Abbildung 3.7: MIF-Werte zu CRP-Werten in den Seren von Patienten mit akuten Wun-
den, n= 12, r= 0,75 p= 0,005
Abbildung 3.8: MIF-Werte zu CRP-Werten in den Seren von Patienten mit chronischen
Wunden, n= 18, r= 0,27, p= 0,28
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Die Abbildung 3.9 zeigt die Leukozytenzahl in den Seren der verschiedenen Gruppen, es
besteht kein signifikanter Unterschied (p= 0,6507).
Abbildung 3.9: Leukozytenzahl in den Seren der verschiedenen Gruppen
Abbildung 3.10: MIF-Werte zu Leukozyten-Anzahl in den Seren Patienten mit akuten
Wunden, n= 12, r= 0,54, p= 0,07
Die Korrelation nach Pearson von Leukozytenanzahl und MIF-Leveln in den Seren ergab
eine mittlere Korrelation bei den Patienten mit akuten Wunden (r= 0,54) und eine geringe
Korrelation bei den Patienten mit chronischen Wunden (r= 0,057), siehe Abbildung 3.10
und 3.11.
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Abbildung 3.11: MIF-Werte zu Leukozyten-Anzahl in den Seren Patienten mit chroni-
schen Wunden, n= 18, r= 0,57, p= 0,82
3.3 MIF unter Beru¨cksichtigung weiterer klinischer und
anamnestischer Einflussfaktoren
Mo¨glicherweise haben gleichzeitig bestehende Erkrankungen oder unterschiedliche Ursachen
der Wunden Einfluss auf das Wundmilieu oder spiegeln sich in den systemischen MIF-
Konzentrationen wider.
Abbildung 3.12: MIF-Konzentration in den Seren der Patienten mit chronischen Wunden
mit (n= 8) und ohne Diabetes mellitus (n= 11)
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Abbildung 3.13: MIF-Anteil in den Wundsekreten der Patienten mit chronischen Wunden
mit (n= 8) und ohne Diabetes mellitus (n= 11)
Die Abbildungen 3.12 und 3.13 zeigen die MIF-Konzentrationen in Serum der Patienten mit
chronischen Wunden mit und ohne Diabetes mellitus und im Wundsekret unter Beru¨ck-
sichtigung des Proteingehalts. Es gibt weder einen signifikanten Unterschied zwischen den
mittleren MIF-Werten in den Seren (p= 0,8583) noch in den Wundsekreten (p= 0,7694) der
Patienten mit Diabetes mellitus und ohne Diabetes mellitus.
Abbildung 3.14: MIF-Konzentration in den Seren der weiblichen (n= 13) und ma¨nnlichen
(n= 16) Patienten mit akuten und chronischen Wunden
Da einige Studien darauf hinweisen, dass MIF mit Hormonen interagiert, werden die Pro-
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ben nach Geschlechtern unterteilt dargestellt. Die mittleren MIF-Konzentrationen in den
Seren weiblicher und ma¨nnlicher Patienten mit akuten und chronischen Wunden werden in
Abbildung 3.14 gezeigt. Es ließ sich weder ein signifikanter Unterschied der mittleren MIF-
Konzentrationen zwischen den Seren von ma¨nnlichen und weiblichen Patienten mit akuten
Wunden (p= 0,1375) noch mit chronischen Wunden (p= 0,3992) nachweisen.
Die Abbildung 3.15 stellt den mittleren MIF-Anteil in den Wundsekreten weiblicher und
ma¨nnlicher Patienten mit akuten und chronischen Wunden unter Beru¨cksichtigung des Pro-
teingehalts dar.
Abbildung 3.15: MIF-Anteil in den Wundsekreten der weiblichen (n= 14) und ma¨nnlichen
(n= 17) Patienten mit akuten und chronischen Wunden
Wie auch bei den Seren gibt es weder einen signifikanten Unterschied der mittleren MIF-
Werte zwischen den Wundsekreten von weiblichen und ma¨nnlichen Patienten mit akuten
Wunden (p= 0,1403) noch mit chronischen Wunden (p= 0,6805).
In Abbildung 3.16 und 3.17 sind die mittleren MIF-Anteile in den Seren und Wundsekre-
ten der Patienten mit Unterteilung in verschiedene Wundarten unter Beru¨cksichtigung des
Proteingehalts dargestellt.
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Abbildung 3.16: MIF-Konzentration in den Seren der verschiedenen Wundarten (LL= Lo-
kale Lappen, n= 5, MM= Malignes Melanom, n= 7, DK= Dekubitus, n=
4, UC= Ulcus cruris, n= 15)
Abbildung 3.17: MIF-Anteil in den Wundsekreten der verschiedenen Wundarten
(MM= Malignes Melanom, n= 7, DK= Dekubitus, n= 4, UC= Ulcus
cruris, n= 15)
Es zeigt sich weder zwischen den mittleren MIF-Konzentrationen der Seren (p= 0,4459) noch
MIF-Anteile in den Wundsekreten (p= 0,4191) der verschiedenen Wundarten ein signifikan-
ter Unterschied.
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3.4 Cortisol und MIF
Wie bereits in 1.2.2 erla¨utert, besitzt Cortisol eine zum Teil antagonisierende Wirkung auf
MIF. Um mo¨gliche gegenseitige Einflu¨sse zu erkennen, wurden im folgenden Abschnitt die
Cortisolkonzentrationen in den Proben dargestellt und zu MIF in Bezug gesetzt.
Die Abbildung 3.18 zeigt die Cortisol-Konzentrationen in den Seren der verschiedenen Pro-
bandengruppen. Zwar ist die Cortisolmenge in den Seren der Gesunden und der Patienten
mit chronischen Wunden sichtbar ho¨her als in den Seren der Patienten mit akuten Wunden,
dieser Effekt ist jedoch nicht statistisch signifikant (p= 0,0824).
Abbildung 3.18: Cortisol-Konzentrationen in den Seren der verschiedenen Gruppen
In Abbildung 3.19 wird der Cortisol-Anteil im Wundsekret der Patienten mit akuten und
chronischen Wunden gezeigt. Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Cortisol-
Anteilen in den Wundsekreten der akuten und chronischen Patienten (p= 0,0111).
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Abbildung 3.19: Cortisol-Anteil in den Wundsekreten der Patienten mit akuten und chro-
nischen Wunden, * entspricht p< 0,05
In den Seren der Gesunden korrelieren die Cortisol- und MIF-Werte nur minimal negativ
miteinander (r= -0,23, Abbildung 3.20), bei den Patienten mit akuten Wunden korrelieren
erho¨hte Cortisolspiegel nicht signifikant mit ho¨heren MIF-Werten (r= 0,19, Abbildung 3.21),
bei den Patienten mit chronischen Wunden gibt es ebenfalls keine signifikante Korrelation
zwischen Cortisol- und MIF-Wert (r= -0,17, Abbildung 3.22).
Abbildung 3.20: MIF- zu Cortisol-Menge in den Seren der Gesunden,
n= 21, r= -0,23, p= 0,3
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Abbildung 3.21: MIF- zu Cortisol-Menge in den Seren der Patienten mit akuten Wunden,
n= 13, r= 0,19, p= 0,54
Abbildung 3.22: MIF- zu Cortisol-Menge in den Seren der Patienten mit chronischen Wun-
den, n= 19, r= -0,17, p= 0,48
Bei Betrachtung der Wundsekrete gibt es keine signifikante Korrelation zwischen MIF und
Cortisol bei den Patienten mit akuten (r= -0,19) und eine schwache Korrelation bei Patienten
mit chronischen (r= 0,34) Wunden, siehe die Abbildungen 3.23 und 3.24.
42 3 Ergebnisse
Abbildung 3.23: MIF- zu Cortisol-Menge in den Wundsekreten der Patienten mit akuten
Wunden, n= 9, r= -0,19, p= 0,62
Abbildung 3.24: MIF- zu Cortisol-Menge in den Wundsekreten der Patienten mit chroni-
schen Wunden, n= 22, r= 0,34, p= 0,12
3.5 Der chemotaktische Einfluss von MIF
Fu¨r die Chemotaxisversuche wurden randomisiert jeweils 10 Proben aus den jeweiligen Grup-
pen ausgewa¨hlt. Die Patientenproben wurden zur Erlangung einer optimalen Chemoattrac-
tant u¨ber Serum Ratio zuvor 1:10 verdu¨nnt. Die Abbildung 3.25 zeigt den Chemotaktischen
Index (CI), also die durch Chemotaxis induzierte Zellmigration, in den Seren der Patienten
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mit akuten und chronischen Wunden in Bezug auf die Kontrollseren gesunder Probanden. Es
zeigt sich, dass der CI der Seren der Patienten mit akuten Wunden signifikant ho¨her ist, als
der CI der Seren der Gesunden. Zudem ließ sich der CI der Seren der Probanden mit akuten
Wunden durch Hinzugabe des neutralisierenden anti-MIF-Antiko¨rpers signifikant verringern.
Abbildung 3.25: Chemotaktischer Index in den Seren gesunder Probanden und Patienten
mit akuten und chronischen Wunden,n= 10 je Gruppe, * entspricht p<
0,05, ** entspricht p< 0,01
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Die Abbildung 3.26 stellt den Chemotaktischen Index der Wundsekrete der Patienten mit
akuten und chronischen Wunden dar. Es gibt eine signifikant gro¨ßere chemotaktische Wir-
Abbildung 3.26: Chemotaktischer Index in den Wundsekreten der Patienten mit akuten
und chronischen Wunden, * entspricht p< 0,05, *** entspricht p< 0,001
kung der Wundsekrete der Patienten mit akuten Wunden gegenu¨ber derer der Patienten mit
chronischen Wunden. Die Hemmung des chemotaktischen Effekts durch den MIF-Antiko¨rper
ist in der Gruppe der akuten Wundsekrete gro¨ßer, als in der Gruppe der chronischen Wund-
sekreten, jedoch in beiden signifikant.
4 Diskussion
4.1 Die Quantifizierung von Zytokinen in Wundsekreten
Die Quantifizierung von Zytokinen oder anderen fu¨r die Wundheilung entscheidenden Fakto-
ren in Wundsekreten chronischer Wunden wird durch verschiedene Gegebenheiten erschwert:
So differiert die Menge und die Konsistenz der Sekrete aus chronischen Wunden erheblich. Es
gibt sehr oberfla¨chliche, wie auch bis auf den Muskel oder Knochen reichende Wunden mit
geringer oder starker Exsudation von Wundsekret. Daher kann nicht, wie bei der Entnahme
von akutem Wundsekret (aus einer Drainageflasche), die gleiche Menge an Sekret gesammelt
werden, die Entnahme muss individuell an die Wunde angepasst sein.
Die Methodik des Verschließens der Wundoberfla¨che mit einer Folie zum Sammeln von Se-
kreten chronischer Wunden wurde in verschiedenen Studien angewandt [11, 13, 21, 28, 93].
Harris et al. sammelten die Sekrete chronisch veno¨ser Ulcera, indem sie die Wunde nach der
Reinigung mit steriler Kochsalzlo¨sung mit einer Folie verschlossen. Das Wundsekret wurde
nach 4-6 Stunden mit einer Kanu¨le entnommen und auf verschiedene Wachstumsfaktoren
und an Entzu¨ndungsreaktionen beteiligte Zytokine untersucht. Die Wunden wurden nach
klinischen Kriterien in
”
heilend“(mit Reepithelisierung und Granulationsgewebe) und
”
nicht-
heilend“(bei Fehlen der Kriterien) eingeteilt. Die gemessenen Zytokin-Konzentrationen (z.B.
IL-6, IL-1α, bFGF) zeigten sich im Wundsekret der
”
nicht-heilenden“Wunden ho¨her als in
den
”
heilenden“Wunden, die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant [11].
Drinkwater et al. entnahmen nach dem Verschluss der Wundfla¨che mit einer Folie das Wund-
sekret nach vier Stunden mit Hilfe einer Kanu¨le. Das Sekret wurde im weiteren Verlauf mit
einem Kulturmedium, welches optimal zur Kultivierung von Endothelzellen geeignet ist, an-
gereichert. Die Entnahme des akuten Wundsekrets erfolgte aus den Drainageflaschen am
zweiten postoperativen Tag [28].
Ulrich et al. sammelten Wundsekrete chronischer Wunden mittels einer Wundauflage aus
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Ethylen-Methylacrylat und Viskose, welche keine eigenen Wirkstoffe absondert und prima¨r
das Wundsekret aufnimmt. Die Wunden wurden fu¨r sechs Stunden mit der Auflage bedeckt
und mit einer Folie verschlossen. Das Herauslo¨sen des Wundsekrets aus der Auflage erfolgte
ebenfalls mit mit einem Endothelialzell-Kulturmedium [93].
In einer Studie von Poepping 2007 wurde das Sekret chronischer Wunden ebenfalls mit
Hilfe einer speziellen Wundauflage gewonnen, die mit einer Folie abgedeckt und nach einem
bestimmten Zeitraum entfernt wurde. Die Wundauflage wurde mit einer festgelegten Menge
Wundpuffer (1ml/cm2 ), welcher die Zersetzungsreaktionen der Proteinasen stoppt, fu¨r zwei
Stunden inkubiert [13].
Abha¨ngig davon, welche weiteren Untersuchungen mit den Wundsekreten durchgefu¨hrt wer-
den sollen, wird Wundpuffer oder Kulturmedium zu den Wundsekreten hinzugefu¨gt. Der
Wundpuffer verhindert die weiteren Zersetzungsreaktionen der im Wundsekret erho¨ht vor-
handenen Proteinasen, sodass sich die Menge der zu untersuchenden Proteine nicht weiter
vera¨ndern kann. Trotz dieser Maßnahme ko¨nnen bereits bei Entfernen der Wundauflage nach
zwei Stunden die Zytokine im Wundsekret unterschiedlich stark zersetzt worden sein, da der
urspru¨ngliche Gehalt an Proteasen in der Wunde unterschiedlich sein kann.
In dieser Studie wurde die Sekretentnahme bei den chronischen Wunden weitestgehend stan-
dardisiert, indem gleiche Mengen an Wundpuffer-Proteinaseninhibitor-Gemisch pro cm2 hin-
zugefu¨gt wurden, bei gleicher Inkubationszeit, wie auch in den zuvor beschriebenen Studien.
Trotzdem kann durch die stark differierende Konsistenz der Wundsekrete unterschiedlich
viel Wundsekret aufgenommen worden sein. Zudem unterschied sich die definierte Menge an
zugefu¨gtem Wundpuffer der Gruppen akute und chronische Wunden, da die Sammlung der
akuten Wundsekrete durch direkte Entnahme aus der Drainageflasche erfolgte. Bei Zugabe
von 1ml Wundpuffer-Proteinaseninhibitor-Gemisch auf 1ml Wundsekret ist es gut nachvoll-
ziehbar, dass die Proteinmengen der beiden Gruppen erheblich differieren wu¨rden. Die Mes-
sung der Proteinmenge in den Wundsekreten zeigte bei den akuten Wunden eine signifikant
ho¨here Proteinmenge als bei den chronischen Wunden. Daher wurde bei der Untersuchung
der Wundsekrete immer der Quotient aus MIF bzw. Cortisol und Protein gebildet (siehe 3.1,
Abb. 3.3 und 3.4). Die Proteinmengen in den Seren wurde in dieser Studie wie auch bei der
Untersuchung von Laborparametern wie CRP und Leukozyten nicht beru¨cksichtigt, da keine
das Ergebnis beeintra¨chtigenden Unterschiede zu erwarten waren (siehe 3.1, Abb. 3.1 und
3.2).
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4.2 MIF in Seren und Wundsekreten
4.2.1 MIF in den Seren aller Probandengruppen
Die Serum-Konzentrationen von MIF sind in zahlreichen Studien bei verschiedenen Er-
krankungen untersucht worden. Sowohl bei akuten und chronischen Atemwegserkrankun-
gen [78, 79], als auch autoimmun induzierten Haut und Bindegewebserkrankungen [72, 94],
konnten erho¨hte MIF-Level im Serum der Patienten nachgewiesen werden. Die Serumwerte
von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes und rheumatoider Arthritis sind im
Vergleich zu gesunden Probanden erho¨ht [72]. Becker et al. wiesen nach, dass bei Patienten
mit der Autoimmunerkrankung Sklerodermie die MIF-Werte im Serum mit der Auspra¨gung
der klinischen Manifestationen positiv korrelieren [94]. Bei Patienten mit schweren Verbren-
nungen wurden die MIF-Konzentrationen im Serum im Verlauf von fu¨nf Tagen gemessen.
Es zeigten sich signifikant erho¨hte MIF-Konzentrationen besonders bei den Patienten, die
innerhalb der na¨chsten Tage an den Verbrennungen und den damit assoziierten Kompli-
kationen verstarben [95]. Eine weitere Studie untersuchte an Diabetes Mellitus erkrankte
Patienten mit und ohne Fußwunde auf die Konzentration verschiedener Zytokine im Serum.
Die Patienten mit akuten Fußwunden zeigten im Serum neben erho¨hten Konzentrationen
von fu¨r Entzu¨ndungsprozesse charakteristischen Zytokinen wie CRP, Fibrinogen und IL-6
auch erho¨hte MIF-Konzentrationen [96].
Vor diesem Hintergrund war fu¨r diese Studie interessant, ob die MIF-Konzentrationen in
den Seren der Patienten mit akuten oder chronischen Wunden im Vergleich zu den ge-
sunden Probanden erho¨ht sind. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
MIF-Konzentrationen der Gesunden und den Patienten mit chronischen Wunden. Der Un-
terschied der MIF-Konzentrationen bei den Patienten mit chronischen Wunden und akuten
Wunden ist statistisch nicht signifikant, jedoch auch deutlich sichtbar. Somit weisen die ge-
sunde Kontrollgruppe (Mittelwert=13ng/ml) und die Patienten mit akuten Wunden (Mit-
telwert=25ng/ml) durchschnittlich niedrigere MIF-Konzentrationen im Serum auf, als die
Patienten mit chronischen Wunden (Mittelwert=70ng/ml). Die mittlere MIF-Konzentration
bei den gesunden Probanden (13ng/ml) entspricht den Literaturdaten [97].
In dieser Studie wurden bei den Patienten mit akuten Wunden keine deutlich ho¨heren MIF-
Konzentrationen im Serum im Vergleich zu den gesunden Probanden gemessen. Die Sekre-
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tentnahme erfolgte am ersten Tag (also 12-20 Stunden) postoperationem. Eine zeitabha¨ngige
oder phasenweise Expression oder Freisetzung von MIF ko¨nnte diese Ergebnisse erkla¨ren, wie
bereits in vorangegangenen Studien beobachtet:
Simons et al. stellten fest, dass MIF unter hypoxischen Bedingungen vermehrt aus Endo-
thelzellen freigesetzt wird. Innerhalb der ersten acht Stunden erreichte die MIF-Freisetzung
den ersten und in einer Phase zwischen 8-24 Stunden den zweiten Peak [62]. Im Rahmen
einer Untersuchung von akuten Wunden bei Ratten zeigte sich in der Hautla¨sion und im
Serum ebenfalls ein zweiphasiger peakfo¨rmiger Anstieg von MIF mRNA nach 3 und 24
Stunden nach der Hautinzision [88]. Die Entnahme des Serums und die Bestimmung der
MIF-Konzentrationen in dieser Studie kann also zu einem Zeitpunkt erfolgt sein, zu welchem
die systemische MIF-Sekretion physiologisch geringer war. Allerdings ist diese Annahme auf-
grund der unterschiedlichen Methodiken, also in vivo versus in vitro oder Tiermodell, unter
Vorbehalt zu sehen.
Die ho¨heren MIF-Serumwerte bei den Patienten mit chronischen Wunden decken sich mit
der Theorie, dass die Wundheilung in der Entzu¨ndungsphase stagniert hat und damit auch
vermehrt proinflammatorische Faktoren im Blut zirkulierten [19]. Zudem decken sich die
Ergebnisse mit der Studie von Ashcroft et al., welche den negativen Einfluss von MIF auf
den Wundheilungsprozess nachgewiesen haben (s. 1.2.4, [92]).
4.2.2 Der MIF-Anteil in den Wundsekreten
Die lokale Freisetzung von MIF in der Haut und in Wundsekreten konnte in einigen Stu-
dien erfolgreich untersucht werden. Mit Hilfe kleiner Stanzbiopsien aus den Hautla¨sionen
von Psoriasis-Patienten konnte eine vermehrte MIF-Expression, insbesondere in den supra-
basalen Keratinozyten des Stratum Spinosum [81] und in den Endothelzellen der Dermis
[83] auf Proteinebene nachgewiesen werden. Im Ablauf der Psoriasiserkrankung weisen diese
Ergebnisse auf eine lokale zellspezifische Hochregulation von MIF hin. In den Biopsien chro-
nisch veno¨ser Ulzera weiblicher Patienten wurden ebenfalls erho¨hte MIF-Konzentrationen
gemessen [87].
In dieser Studie wurde der MIF-Anteil in den Wundsekreten der Probanden mit akuten
(Mittelwert=29136 ng/ml) und chronischen Wunden (Mittelwert=3860 ng/ml) verglichen.
Obwohl sich die MIF-Konzentrationen ohne Einbezug der Proteinmengen erheblich unter-
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schieden, gab es nach der Bildung des Quotienten mit der Proteinmenge keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die großen Unterschiede bei den Proteinmengen
der Wundsekrete sind durch die unterschiedliche Methodik der Sekretgewinnung bedingt.
Die Sammlung des akuten Wundsekrets aus Drainagen war im Gegensatz zu der Gewin-
nung des Sekrets chronischer Wunden in Wundauflagen standardisiert durchfu¨hrbar. Den
Ergebnissen von Zhao et al., die zu Beginn der Wundheilung fo¨rderlichen lokal erho¨hten
MIF-Konzentrationen [90], wird damit nicht widersprochen. MIF scheint somit lokal kei-
nen negativen Einfluss auf den Ablauf der Wundheilung zu haben, mo¨glicherweise ist die
Wirkung von MIF bei den chronischen Wunden durch die vermehrte systemische Freiset-
zung nicht mehr so zielgerichtet wie bei der normal ablaufenden Wundheilung. Allerdings
ist in beiden Gruppen der MIF-Anteil im Wundsekret jeweils signifikant ho¨her als im Se-
rum. Eine mo¨gliche Ursache kann die unmittelbare Entzu¨ndungsreaktion im Wundgebiet
sein, welche lokal eine Hochregulation von MIF bedingt. Da die lokalen Konzentrationen
von in der Entzu¨ndungsphase aktiven Zytokinen (z.B. CRP, MMPs, Il-1, Il-6 und Il-8) im
physiologischen Prozess der Wundheilung normalerweise absinken [3, 8, 11, 21] und MIF in
entzu¨ndlichen Prozessen wie chronischen Wunden erho¨ht ist [88, 87], kann die vermehrte
Expression von MIF in den chronischen Wunden ursa¨chlicher Faktor fu¨r eine Sto¨rung der
Wundheilung sein.
4.3 Mo¨gliche Einflussfaktoren von MIF
4.3.1 MIF und laborchemische Entzu¨ndungsparameter
Das C-Reaktive Protein (CRP) ist ein ha¨ufig in der Klinik genutzter Laborparameter fu¨r
die Einscha¨tzung des Schweregrades einer entzu¨ndlichen Reaktion und geho¨rt zur Familie
der Akute-Phase-Proteine. Normal sind CRP-Werte bis 5mg/l, Gru¨nde fu¨r einen Anstieg
ko¨nnen beispielsweise eine akute Entzu¨ndung, bakterielle Infektionen, Schwangerschaft, vi-
rale Infektionen oder operative Eingriffe sein [98]. Bis 50mg/l spricht man von einer lokalen
oder leichten Entzu¨ndung [99].
Ein Vergleich der CRP-Konzentrationen in dieser Studie zeigte bei den Patienten mit chro-
nischen Wunden (Mittelwert= 44mg/l) signifikant ho¨here Werte als bei den gesunden Pro-
banden (Mittelwert= 5mg/l) und den Patienten mit akuten Wunden (Mittelwert= 13mg/l).
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Dieses Ergebnis deckt sich mit einer Studie von Trengove et al., dabei wurde die Zusammen-
setzung von Seren und Wundsekreten von Patienten mit chronischen Wunden mit Gesun-
den verglichen. Die Zusammensetzung von Wundsekreten und Seren a¨hnelte sich, die CRP-
Konzentrationen waren bei den Patienten mit chronischen Wunden in Seren und Wundsekre-
ten erho¨ht und fielen mit der fortschreitenden Wundheilung ab [21]. Der bereits beschriebene
systemische Entzu¨ndungsstatus (s. 4.2.1) und der ha¨ufig schlechtere Allgemeinzustand bei
den Patienten mit chronischen Wunden ko¨nnen zusa¨tzlich den CRP-Wert erho¨hen.
Die CRP-Werte in den Seren der Patienten mit akuten Wunden waren in dieser Studie zwar
leicht erho¨ht, der Unterschied war jedoch nicht signifikant.
In einer Studie mit Patienten mit akuter Fußwunde wurden ebenfalls erho¨hte CRP- und
MIF-Werte im Serum im Vergleich zu Patienten ohne Wunde gemessen [96].
Der CRP-Wert steigt erst circa 12 bis 24 Stunden nach dem ursa¨chlichen Entzu¨ndungsgeschehen
an [99], sodass mo¨glicherweise die CRP-Konzentration in den Seren der Patienten mit akuten
Wunden zum Zeitpunkt der Messung ihren Ho¨hepunkt noch nicht erreicht hat. Die ermit-
telten Werte stehen somit nicht im Widerspruch zu den dargestellten Studien, ein spa¨terer
Entnahmezeitpunkt der Seren ha¨tte vermutlich ho¨here CRP-Werte bei den akuten Wunden
ergeben.
In dieser Studie zeigte sich eine signifikante Korrelation von MIF- und CRP-Konzentrationen
in den Seren der Patienten mit akuten Wunden, obwohl das CRP mo¨glicherweise noch nicht
seinen Ho¨hepunkt erreicht hat. Dieses Ergebnis deckt sich mit den zuvor beschriebenen Er-
kenntnissen, widerspricht allerdings einer weiteren Studie, in welcher zwischen MIF- und
CRP-Konzentrationen von Patienten mit Polytrauma, Septischem Schock und einer Kon-
trollgruppe keine signifikante Korrelation festgestellt werden konnte [100]. Grund fu¨r die
unterschiedlichen Ergebnisse kann die unterschiedliche zeitabha¨ngige Freisetzung von MIF
und CRP sein, wobei sich das CRP als zuverla¨ssiger laborchemischer Entzu¨ndungsmarker
etabliert hat, die Ergebnisse zu MIF bleiben uneindeutig.
Die Menge an Leukozyten im Serum kann ebenfalls Hinweis auf einen infektio¨sen oder
entzu¨ndlichen Vorgang geben (Normwert 4-10/nl) [2]. Bei den Leukozytenzahlen ließ sich in
dieser Studie zwischen den Patienten mit akuten und chronischen Wunden kein signifikanter
Unterschied feststellen, die Korrelation von MIF und Leukozyten war bei den Patienten mit
akuten Wunden mittelma¨ßig, bei den Patienten mit chronischen Wunden gering. Diese Ergeb-
nisse decken sich mit den Untersuchungen von CRP als Entzu¨ndungsmarker in Verbindung
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mit MIF. Cheng et al. konnten eine Aktivierung der Leukozytenbewegung und Adha¨sion am
Gefa¨ßendothel durch MIF, getriggert durch proinflammatorische Stimuli, feststellen [101].
In den Seren der Patienten mit akuten Wunden gibt es eine moderate Korrelation zwischen
MIF und den Leukozyten, welches wie in der genannten Studie die Vermutung nahelegt,
dass MIF fu¨r die Leukozytenaktivierung wichtig ist und damit fu¨r den weiteren Ablauf in-
flammatorischer Prozesse. Mo¨glicherweise findet die Leukozytenaktivierung in chronischen
Prozessen nur unzureichend statt.
4.3.2 MIF bei Diabetes Mellitus
Herder et al. verglichen 2006 die MIF-, CRP- und IL-6-Werte in den Seren von Patienten mit
Diabetes Mellitus Typ 2, Patienten mit gesto¨rter Glukosetoleranz und gesunden Probanden.
Dabei wiesen die Patienten mit diagnostiziertem Diabetes und die Patienten mit gesto¨rter
Glukosetoleranz signifikant ho¨here MIF-Werte auf, als die gesunden Probanden. Die erho¨hten
MIF-Werte stellten sich als sta¨rkerer prognostischer Faktor als die Parameter CRP und IL-6
fu¨r die Entwicklung eines Diabetes Typ 2 heraus [102].
In einer Studie untersuchten Sanchez-Zamora et al. den Einfluss von MIF auf die Entwick-
lung eines nicht Insulin-abha¨ngigen Diabetes Mellitus an Ma¨usen. Mittels Gabe von Strep-
tozotocin, einer fu¨r die insulinproduzierenden Betazellen des Pankreas toxischen Substanz,
wurde ein Diabetes Mellitus bei MIF-Knock-Out-Ma¨usen und Wildtyp-Ma¨usen induziert.
Die Wildtyp-Ma¨use zeigten die typischen klinischen Zeichen eines Diabetes Mellitus wie Po-
lyurie und erho¨hte Blutzuckerwerte, welche durch die Gabe von MIF-Antiko¨rpern signifikant
reduziert werden konnten. Die MIF-KO-Ma¨use zeigten keine dieser klinischen Zeichen, entwi-
ckelten keinen Diabetes und wesentlich niedrigere Konzentrationen an durch MIF regulierten
Zytokinen wie IL-6 oder TNF-α im Serum. Diese Studienergebnisse legen die Vermutung na-
he, dass MIF an der Entwicklung eines Diabetes Mellitus ursa¨chlich beteiligt ist, da es die
Entzu¨ndungsreaktion entscheidend moduliert [103].
Eine dauerhaft hyperglyka¨me Stoffwechsellage bedingt eine ho¨here Konzentration proinflam-
matorischer Zytokine, reduziert die Aktivita¨t von Leukozyten und begu¨nstigt die Entwick-
lung einer chronischen Wunde [104]. Ho¨here MIF-Konzentrationen in Serum oder Wundse-
kret bei Patienten mit Diabetes Mellitus und gleichzeitig bestehender chronischer Wunde
als bei Patienten ohne Diabetes Mellitus wu¨rden die Beteiligung von MIF an der Entwick-
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lung einer chronischen Wunde durch einen Diabetes untermauern. Daher wurden die MIF-
Konzentrationen der Patienten mit Diabetes mit denen der Patienten ohne Diabetes Mellitus
verglichen: Es zeigte sich bei den Patienten mit chronischen Wunden kein signifikanter Un-
terschied zwischen den MIF-Konzentrationen in den Seren oder in den Wundsekreten der
beiden Gruppen. Diese Resultate sind allerdings aufgrund der geringen Patientenzahlen (s.
Abb. 3.13) kritisch zu sehen. Damit ist anzunehmen, dass das lokal oder systemisch freige-
setzte MIF bei einer bestehenden chronischen Wunde auf die Entwicklung eines Diabetes
Mellitus keinen entscheidenden Einfluss hat, mo¨glicherweise sind die freigesetzten systemi-
schen Konzentrationen zu gering.
4.3.3 MIF - Unterschiede der Geschlechter
Der Einfluss von Geschlechtshormonen auf MIF in der Wundheilung ist an ma¨nnlichen und
weiblichen Ma¨usen durch Gilliver et al. untersucht worden. Dabei zeigten sich bei gesun-
den weiblichen und ma¨nnlichen Ma¨usen a¨hnliche MIF-Konzentrationen, in akuten Wun-
den ovariektomierter weiblicher Ma¨use eine jedoch wesentlich geringere Tendenz zur Wund-
heilung und ho¨here MIF-Konzentrationen als bei kastrierten ma¨nnlichen Ma¨usen. Zudem
war ein entscheidender Faktor (JAB1), der fu¨r die durch MIF induzierte intrazellula¨re
Entzu¨ndungsantwort wichtig ist, bei den ovariektomierten Ma¨usen erho¨ht. Die Kastrati-
on bei ma¨nnlichen Ma¨usen bewirkte eine beschleunigte Wundheilung, jedoch unabha¨ngig
davon, wie hoch jeweils die MIF-Konzentration ist [91]. Dieser Unterschied la¨sst vermuten,
dass geschlechtshormonspezifische Signalwege zur Wundheilung existieren.
Beim Vergleich der MIF-Konzentrationen der Probanden nach Geschlechtern unterteilt,
konnte in dieser Studie weder im Serum noch im Wundsekret ein signifikanter Unterschied
bei den MIF-Konzentrationen festgestellt werden. Jedoch waren die MIF-Werte im Serum
der gesunden Ma¨nner ho¨her als bei den gesunden Frauen. In einer anderen Studie wurden be-
reits signifikant ho¨here MIF-Serumwerte bei Ma¨nnern im Vergleich zu den MIF-Serumwerten
bei Frauen nachgewiesen [72]. Auch in den Seren der ma¨nnlichen Patienten mit chronischen
Wunden waren die MIF-Werte ho¨her gegenu¨ber denen der Frauen mit chronischen Wunden.
Diese Ergebnisse decken sich mit einer Studie von Aloisi et al., dabei wurde eine positive
Korrelation von Testosteron mit MIF und eine negative Korrelation von O¨strogen mit MIF
nachgewiesen [71]. Aufgrund der geringen Anzahl an Probanden in den verschiedenen Grup-
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pen ko¨nnen aus diesen Ergebnisse keine genauen Ru¨ckschlu¨sse zu den geschlechtsspezifischen
Unterschieden bei den MIF-Konzentrationen gezogen werden, die Theorie geschlechtsbeding-
ter Unterschiede der MIF-Freisetzung wird jedoch nicht widerlegt.
4.3.4 MIF im Alter
Ob sich die MIF-Konzentrationen im Serum mit dem Alter a¨ndern, ist nicht eindeutig ge-
kla¨rt. Bei Ratten konnte eine Abnahme der MIF-Konzentrationen mit dem Alter in verschie-
denen Geweben wie Herz, Leber und Skelettmuskulatur festgestellt werden [105]. Mizue et
al. konnten keine altersassoziierte A¨nderung der MIF-Konzentrationen im Serum gesunder
Probanden nachweisen [72], Aloisi et al. bei Ma¨nnern eine altersabha¨ngige Abnahme von
MIF im Serum, bei Frauen jedoch nicht [71]. Die Vera¨nderung der MIF-Konzentrationen
im Serum mit dem Alter ko¨nnen auch auf die vera¨nderten O¨strogen-Spiegel zuru¨ckgefu¨hrt
werden. Mit zunehmendem Alter nimmt der O¨strogenspiegel im Blut ab. Eine Studie wies
auf eine Steigerung der MIF-Level bei gleichzeitiger O¨strogenabnahme mit dem Alter hin;
durch O¨strogengabe konnte eine deutliche Verringerung der MIF-Konzentration auf normale
Level erreicht werden [67]. Die altersspezifischen Vera¨nderungen der MIF-Konzentrationen
im Serum oder verschiedenen Geweben werden somit nach wie vor kontrovers diskutiert, ein
starker Einfluss von Hormonen auf die MIF-Expression wurde in mehreren Studien nachge-
wiesen.
Eine Unterteilung in verschiedene Altersgruppen konnte in dieser Studie aufgrund der zu
geringen Fallzahl nicht erfolgen. Ein Vergleich der MIF-Konzentrationen in Seren und Se-
kreten bei Patienten mit chronischen Wunden verschiedener Altersstufen wa¨re interessant,
auch unter Beru¨cksichtigung von zusa¨tzlich bestehenden Erkrankungen.
4.3.5 MIF bei verschiedenen Wundarten
Um den Einfluss unterschiedlicher Erkrankungen auf die MIF-Konzentration in Serum und
Wundsekret zu untersuchen, wurden die Patienten in verschiedene Gruppen (Malignes Me-
lanom, Lokale Lappen, Dekubitus, Ulcus cruris) eingeteilt.
Miracco et al. konnten nachweisen, dass MIF in den Zellen melanozytischer Tumoren wie aty-
pischen Na¨vi, Melanomen und deren Metastasen signifikant ho¨her exprimiert wird als in an-
deren Hautvera¨nderungen. Zudem konnten intrazellula¨re Unterschiede der MIF-Konzentra-
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tionen festgestellt werden, so zum Beispiel die ho¨here zytoplasmatische Expression von MIF
in malignen Zellen im Vergleich zu den Zellen gutartiger Na¨vi [86].
Shimizu et al. zeigten ebenfalls ein versta¨rktes Auftreten von MIF in Zellen des malignen
Melanoms. Dabei wiesen Zellen mit einem genetisch vera¨nderten MIF eine verringerte Wachs-
tumsrate auf. Zudem konnte eine dosisabha¨ngige Versta¨rkung der Zellmigration durch MIF
festgestellt werden und eine deutliche Beteiligung von MIF an der Neovaskularisation der Tu-
moren. Diese Studie charakterisiert MIF als entscheidenden Faktor fu¨r das Tumorwachstum
[82].
In den Wundsekreten von Druckgeschwu¨ren stellten Yager et al. 10 bis 25fach erho¨hte Kon-
zentrationen der Matrix-Metalloproteinasen-2 und -9 im Vergleich zu akuten chirurgischen
Wunden fest. Sie schlossen daraus, dass ein Ungleichgewicht zwischen MMPs und deren
Inhibitoren (TIMPs) im Wundmillieu der Dekubiti eine unkomplizierte Wundheilung ver-
hindert [106]. Da MIF ein relevanter Induktor der MMPs ist, ist eine gleichzeitig erho¨hte
MIF-Konzentration zu vermuten [67].
Weitere Studien zeigten nicht nur in den Sekreten chronischer Wunden eine erho¨hte Aktivita¨t
von MMPs und Kollagenasen im Vergleich zu akuten Operationswunden [107], sondern auch
die lokal vermehrte MIF-Freisetzung in veno¨sen Ulcera [87].
Bei der Bestimmung der MIF-Konzentrationen in dieser Studie unterschieden sich diese in
den Seren und den Wundsekreten der verschiedenen Gruppen nicht signifikant voneinander.
Allerdings hatten die Patienten mit veno¨sen Ulcera in den Seren und die Patienten mit
Druckgeschwu¨ren in den Wundsekreten ho¨here MIF-Konzentrationen im Vergleich mit den
Patienten mit akuten Wunden. Aufgrund der geringen Patientenzahlen (s. Abb. 3.16 und
3.17) lassen diese Ergebnisse nur bedingt Ru¨ckschlu¨sse zu. Zudem sind in den Wundsekreten
der akuten Wunden nach Entfernung keine Tumorzellen mehr zu erwarten, die genannten
Studien beziehen sich jedoch auf zellula¨re MIF-Konzentrationen von Melanomzellen.
Die verschiedenen Studien zeigen eine vermehrte lokale MIF-Aktivita¨t bei malignen Mela-
nomen und chronischen Wunden und damit stimulierendem Einfluss auf den Prozess des
Tumorwachstums und inhibitorische Wirkung auf die Wundheilung. Da in beiden Prozes-
sen Neovaskularisation, Zellmigration und -wachstum von entscheidender Bedeutung ist,
stehen diese Erkenntnisse auf den ersten Blick im Widerspruch zueinander. Ursache dafu¨r
ko¨nnen die unterschiedlichen Zellarten sein, die untersucht wurden. Außerdem stagniert bei
den chronischen Wunden die Wundheilung bei hohen MIF-Konzentrationen, da zwar fu¨r
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die Wundheilung wichtige Zellen rekrutiert werden, gleichzeitig jedoch auch vermehrt die
Freisetzung inflammatorischer Zytokine stimuliert wird. Bei den akuten Wunden und den
Tumorzellen wird nicht nur durch MIF die Rekrutierung von wundheilungsfo¨rdernden Zel-
len gesteuert, es u¨berwiegen wahrscheinlich auch vermehrt entzu¨ndungshemmende Faktoren,
was eine unkomplizierte Heilung oder ein schnelles Tumorwachstum ermo¨glicht.
4.4 MIF und Cortisol
Dass sich exogene Glucocorticoide nachteilhaft auf die Wundheilung auswirken, konnte be-
reits in einer Vielzahl an klinischen und experimentellen Studien nachgewiesen werden.
Zusa¨tzlich hemmen auch ko¨rpereigene Glucocorticoide die Wundheilung [108]. Glucocor-
ticoide sind dafu¨r bekannt Wundinfektionen zu begu¨nstigen und die Wundheilung im Ablauf
zu verzo¨gern [109], zudem beeinflussen sich Glucocorticoide und MIF in einem bestimm-
ten Konzentrationsbereich gegenregulatorisch (siehe 1.2.2). Daher wurde in dieser Studie
die Cortisol-Konzentration in Seren und Wundsekreten gemessen, um diese mit den MIF-
Konzentrationen in den verschiedenen Gruppen zu vergleichen.
Die Cortisol-Konzentration in den Seren der Gesunden (Mittelwert= 144ng/ml) entspricht
dem Referenzbereich von Cortisol im Serum zwischen 8:00 und 10:00Uhr morgens (50-
230ng/ml) [110]. Die Cortisol-Konzentrationen in den Seren der beiden anderen Gruppen
lagen ebenfalls noch im Normbereich, zudem war der Unterschied der Konzentrationen der
Seren gesunder Probanden, Patienten mit akuten (Mittelwert= 86ng/ml) oder chronischen
(Mittelwert 128ng/ml) Wunden nicht signifikant. Der Mittelwert der Patienten mit akuten
Wunden ist allerdings sichtbar niedriger als die Konzentrationen der Kontrollgruppe oder
der Patienten mit chronischen Wunden.
In unbeeintra¨chtigter Haut von Ma¨usen konnten Fingerle-Rowson et al. nach systemischer
Gabe von Dexamethason eine lokal erho¨hte MIF-Konzentration nachweisen [111]. Somit
wa¨ren entsprechend bei ho¨heren systemischen Cortisol-Konzentrationen erho¨hte lokale MIF-
Konzentrationen zu vermuten. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten keine Korrelation zwi-
schen Cortisol in den Seren und MIF in den Wundsekreten beider Gruppen mit Wunden.
Da die gemessenen systemischen Cortisol-Konzentrationen der Probanden im natu¨rlichen Be-
reich lagen, hatten diese mo¨glicherweise keinen direkten Einfluss auf die MIF-Konzentrationen
im Wundmilieu. Erho¨hte lokale MIF-Konzentrationen bei Injektion von Dexamethason sind
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aber durchaus denkbar.
Beishuizen et al. verglichen Cortisol und MIF in den Seren von Patienten mit Polytrauma
und septischem Schock. Die systemische Freisetzung von MIF und Cortisol erfolgte bei den
septischen Patienten zeitlich parallel. Die Patienten mit septischem Schock hatten eine si-
gnifikante Korrelation zwischen MIF und Cortisol, sowie MIF und IL-6 und der Schwere der
Erkrankung [100]. In dieser Studie konnte allenfalls eine schwache Korrelation zwischen den
MIF- und Cortisol-Konzentrationen in den Seren der Patienten mit akuten Wunden nach-
gewiesen werden. Ein Grund dafu¨r ko¨nnte das im Vergleich mit der genannten Studie nur
geringe Trauma der Operation sein.
In den Wundsekreten der Patienten mit akuten Wunden war die Cortisol-Konzentration
jedoch signifikant niedriger als in den Wundsekreten der Patienten mit chronischen Wunden.
Die mangelnde Fa¨higkeit zur Wundheilung kann bei den chronischen Wunden durch die lokal
erho¨hten Cortisol-Konzentrationen bedingt sein.
4.5 MIF und dessen chemotaktischer Einfluss
Die Rekrutierung von Zellen in das gescha¨digte Gebiet ist fu¨r die Wundheilung unerla¨sslich,
um Neovaskularisation zu ermo¨glichen. In der Folge ko¨nnen weitere Zellen und Na¨hrstoffe
einwandern und das Gewebe erneuern. Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) tragen maß-
geblich zur Angiogenese bei, indem sie sich weiter differenzieren und fu¨r die Gefa¨ßneubildung
entscheidende Wachstumsfaktoren transportieren und freisetzen [112]. Einer der zur Diffe-
renzierung oder Einwanderung von EPCs notwendigen Faktoren ist MIF. Die chemotaktische
Wirkung von MIF u¨ber die Chemokin-Rezeptoren CXCR2 und CXCR4 wurde durch Bern-
hagen et al. 2007 nachgewiesen. Diese Studie zeigte, dass MIF die Rekrutierung von Mono-
zyten und T-Zellen in atherogene Gefa¨ße induziert [59]. Bei Patienten, welche eine Deckung
eines Hautdefekts mittels Lappenplastik beno¨tigten, wurde der chemotaktische Einfluss von
MIF auf EPCs, sowie die postoperativen MIF-Konzentrationen und zirkulierenden EPCs im
Serum untersucht [63]. Die Defektdeckung wurde je nach Indikation mittels randomisier-
ter lokaler Lappenplastik, lokalem gestielten Lappen oder freiem Lappen durchgefu¨hrt. Die
verschiedenen Techniken bedingten unterschiedliche Ausmaße an vaskula¨rem Trauma und
Ischa¨mie. Im postoperativen Verlauf konnte eine von der MIF-Konzentration abha¨ngige,
vermehrte Zirkulation von EPCs und damit die chemotaktische Wirkung von MIF auf EPCs
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nachgewiesen werden [63]. Abe et al. wiesen mittels Chemotaxis Assay den chemotaktischen
Effekt von MIF auf Keratinozyten, welche aus Rattenepidermis gewonnen wurden, nach [88].
Die Freisetzung von MIF aus Endothelzellen unter hypoxischen Bedingungen und die durch
MIF induzierte Rekrutierung von EPCs wurde durch Simons et al. untersucht. Es zeigte
sich, dass MIF unter Sauerstoffmangel vermehrt durch Endothelzellen sezerniert wird und
dass EPCs dosisabha¨ngig durch MIF rekrutiert werden [62].
Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte in dieser Studie die chemotaktische Potenz der Seren
und Wundsekrete der unterschiedlichen Gruppen untersucht und der lokale und systemische
chemotaktische Einfluss von MIF differenziert betrachtet werden. Die Seren der Patienten
mit akuten Wunden zeigten eine signifikant sta¨rkere chemotaktische Wirkung auf die EP-
Cs im Vergleich zu den gesunden Probanden oder den Patienten mit chronischen Wunden
(p= <0,05). Zwischen den Seren der Gesunden und der Patienten mit chronischen Wunden
gab es keinen signifikanten Unterschied der chemotaktischen Potenz. Um festzustellen, ob die
beobachtete chemotaktische Aktivita¨t prima¨r auf MIF zuru¨ckzufu¨hren ist, wurde ein neutra-
lisierender Anti-MIF-Antiko¨rper hinzugefu¨gt. Bei den Seren der Gruppe mit akuten Wunden
konnte durch die Antiko¨rper die chemotaktische Wirkung signifikant verringert werden.
Dieses Ergebnis weist auf eine direkte Wirkung einer akuten entzu¨ndlichen Reaktion auf
die Migration von EPCs hin und zeigt gleichzeitig, dass die chemotaktische Aktivierung der
EPCs zumindest teilweise durch MIF gesteuert wird.
Bei der Untersuchung der Wundsekrete akuter und chronischer Wunden zeigte sich eine gerin-
gere chemotaktische Wirkung der Sekrete chronischer Wunden im Vergleich zu den Sekreten
akuter Wunden auf EPCs, was zu der gesto¨rten Geweberegeneration bzw. Neovaskularisation
in chronischen Wunden passt. Dieser Effekt ließ sich durch die Zugabe von MIF-Antiko¨rper
in beiden Gruppen, besonders bei den akuten Wundsekreten, teilweise inhibieren. MIF hat
also unmittelbaren chemotaktischen Einfluss auf EPCs, besonders in akuten Wunden. Das
trotzdem noch vermehrte chemotaktische Potential zeigt allerdings, dass in den Sekreten
weitere Faktoren fu¨r die Migration von EPCs verantwortlich sind.
4.6 MIF in der Wundheilung und Ausblick
Bislang wurde keine vergleichbare klinische Studie durchgefu¨hrt, welche die Rolle von MIF
bei akuten und chronischen Wunden lokal und systemisch untersucht. In dieser Studie wurde
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versucht, chronische Wundsekrete standardisiert zu gewinnen, um vergleichbare Ergebnis-
se zu generieren. Dabei besta¨tigte sich, dass der Proteinabgleich fu¨r die Untersuchung der
Wundsekrete unerla¨sslich ist. In den Seren der Patienten mit chronischen Wunden war MIF
signifikant erho¨ht, was auf einen negativen Einfluss von MIF auf die Wundheilung hinweist
und die Ergebnisse von Ashcroft et al. besta¨tigt. Gleichzeitig zeigten sich in den Wund-
sekreten a¨hnliche MIF-Konzentrationen bei akuten und chronischen Wunden, ein Ergebnis,
welches vorangegangene Studien weder widerlegt noch besta¨tigt. Zusammenfassend la¨sst sich
also ein systemischer Einfluss von MIF auf die Wundheilung annehmen, die lokale Rolle von
MIF bleibt weiterhin unklar. Im Kontrast dazu zeigten sich lokal erho¨hte Cortisolmengen in
chronischen Wunden, welches sich mit der Erkenntnis deckt, dass Cortisol verzo¨gernd auf die
Wundheilung wirkt. Die Chemotaxisversuche mit EPCs haben die Erkenntnisse bisheriger
Studien besta¨tigt, welche MIF als chemotaktisch wirksamen Faktor zur Neubildung oder Re-
paratur von Gewebe darstellten. Vor allem in den Sekreten chronischer Wunden war dieser
Effekt reduziert. Gleichzeitig wurde deutlich, dass in Wundsekreten und Seren auch andere
Faktoren chemotaktisch auf EPCs wirken. Ziel der Studie war unter anderem, neue Methoden
zur Sammlung und Untersuchung von Wundsekreten zu entwickeln und neue Erkenntnisse
zu MIF und chronischen Wunden zu erbringen. In den bisherigen Studien zu Wunden und
MIF gab es große Unterschiede in der Methodik, z.B. in vitro versus in vivo, klinische Studie
versus Tiermodell, den Arten der Wunden, entnommenen Biopsien oder zugefu¨hrten Rea-
genzien. Diese Einflussfaktoren ko¨nnen Grund fu¨r die teilweise widerspru¨chlichen Aussagen
zu MIF sein.
Weitere in vivo Studien mit gro¨ßeren Patientenzahlen ko¨nnten bei Unterteilung in Untergrup-
pen nach nach Allgemeinerkrankungen (z.B. Diabetes Mellitus, pAVK, arterieller Hyperto-
nus) oder Wundart eine gro¨ßere Aussagekraft zum Versta¨ndnis der verzo¨gerten Wundheilung
haben.
Das Sammeln von Wundsekreten und die Standardisierung der Messung von MIF bzw. Cor-
tisol sollte in dieser Studie systematisiert werden. Bei unterschiedlicher Sekretion und Gro¨ße
der jeweiligen Wunde wa¨re die Entwicklung einer passenden Wundauflage zur optimalen
Sekretgewinnung fu¨r folgende Studien zur Messung von Zytokinen in Wundsekreten inter-
essant. Zudem ko¨nnte die Integration eines Proteinaseinhibitors in der Wundauflage eine
Verfa¨lschung der Ergebnisse im Zeitraum der Sekretsammlung verringern.
Die lokale Applikation von MIF oder Anti-MIF speziell bei chronischen Wunden in einer
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klinischen Studie ko¨nnte neue Erkenntnisse zur Wirkung von MIF bzw. Anti-MIF auf die
Wundheilung erbringen. Mo¨glicherweise ko¨nnen neue molekulare Strategien entwickelt wer-
den, welche die Regeneration von ischa¨mischem Gewebe oder Wundoberfla¨chen verbessern.
Gleichzeitig wu¨rden weitere Untersuchungen der Pathophysiologie von MIF im Rahmen der
Wundheilung ermo¨glicht.
Die Beobachtung des zeitlichen Verlaufs von lokalen und systemischen MIF-Konzentration
bei Patienten mit chronischen Wunden ko¨nnte Unterschiede innerhalb dieser Gruppe aufde-
cken. MIF ko¨nnte dann wie bereits durch Grieb et al. bei Schwerverbrannten beschrieben
als potentielles diagnostisches Mittel dienen, welches den Verlauf der Wundheilung besser
vorhersehen la¨sst [95]. Zudem wa¨re interessant, wie sich die lokalen MIF-Mengen verhalten,
wenn eine chronische Wunde Heilungstendenzen zeigt.
Somit bleibt MIF sowohl als diagnostischer Parameter im Sinne eines Biomarkers als auch als
Ansatz fu¨r Therapien zur Verbesserung der Wundheilung oder entzu¨ndlicher Erkrankungen
fu¨r die Klinik ein ho¨chst interessantes Zytokin.
5 Zusammenfassung
Zytokine sind Proteine, welche Zellen in ihrer Aktivierung, Differenzierung und Einwan-
derung steuern ko¨nnen und spielen daher in der Wundheilung eine wichtige Rolle. Eines
dieser Zytokine ist der Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF). Es besitzt vielfa¨ltige
Wirkweisen wie die Fa¨higkeit zur Chemotaxis, es stimuliert die Neovaskularisation, die Pro-
liferation verschiedener Zellarten, die Freisetzung anderer Zytokine und die Apoptose. Ent-
scheidenden Einfluss hat MIF in systemischen Entzu¨ndungsprozessen, welche in enger Kor-
respondenz zu lokalen Geschehen stehen, wie z.B. bei der Sepsis. Bezu¨glich der Wundheilung
gibt es Ergebnisse, die MIF als ein die Wundheilung fo¨rderndes Zytokin beschreiben, andere
Studien sprechen MIF einen negativen Einfluss auf den Ablauf der Wundheilung zu.
In dieser Studie sollten die MIF-Konzentrationen bei Patienten mit akuten und chronischen
Wunden gemessen werden, um zu untersuchen, inwiefern unterschiedliche Mengen des Zyto-
kins Auswirkung auf die Wundheilung haben. Durch die Sammlung von Seren und Wund-
sekreten wurden systemische und lokale Konzentrationen von MIF ermittelt und verglichen.
Cortisol wurde als entscheidender Antagonist von MIF in die Studie miteinbezogen, wie auch
weitere Einflussfaktoren. Ferner wurde die chemotaktische Wirkung von MIF gemessen.
Die wesentlich ho¨here Proteinmenge in den Wundsekreten akuter gegenu¨ber chronischer
Wunden zeigte, dass zum quantitativen Vergleich von Zytokinen der Quotient aus Protein
und in diesem Falle MIF gebildet werden sollte, um den relativen MIF-Anteil in Wundse-
kreten einzuscha¨tzen. MIF fand sich vermehrt in den Seren der Patienten mit chronischen
Wunden im Vergleich zu den akuten Wunden oder Gesunden, gleichzeitig waren die Mengen
in den Wundsekreten a¨hnlich. Damit ist ein negativer systemischer Einfluss von MIF denk-
bar, indem die vermehrten proinflammatorischen Zytokine im Blut den Ablauf der Wundhei-
lung blockieren und in der Entzu¨ndungsphase stagnieren lassen. Das permanent bestehende
entzu¨ndliche Geschehen bildete sich systemisch mit erho¨hten CRP-Werten bei den Patien-
ten mit chronischen Wunden ab, dieses geht mit ho¨heren MIF-Konzentrationen in dieser
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Gruppe einher, allerdings ließ sich zu den Leukozytenzahlen kein Zusammenhang erkennen.
Die MIF-Konzentrationen in den Seren waren bei den ma¨nnlichen Patienten ho¨her als bei
den weiblichen. Dieses Ergebnis entspricht anderen Studien bezu¨glich geschlechtsspezifischer
Unterschiede bei MIF-Konzentrationen. Die Beru¨cksichtigung weiterer Einflussfaktoren, wie
Diabetes mellitus oder die Art der Wunde, erbrachte keine aussagekra¨ftigen Ergebnisse. Die
lokalen Cortisol-Konzentrationen waren in chronischen Wunden deutlich ho¨her, welches mit
der verzo¨gerten oder eingeschra¨nkten Wundheilung im Einklang steht. Eine deutlich sta¨rkere
chemotaktische Wirkung auf EPCs fand sich bei den Seren der Gruppe mit akuten Wunden,
welche zumindest zum Teil durch MIF bedingt ist, jedoch andere chemotaktisch wirksame
Faktoren vermuten la¨sst. Die chemotaktische Wirkung war in den Sekreten der chronischen
Wunden deutlich geringer als in den akuten Wunden, allerdings war die chemotaktische
Wirkung auch hier nur teilweise durch MIF bedingt.
Diese Arbeit untermauert die Theorie, dass MIF systemisch auf unterschiedliche Art und
Weise messbaren Einfluss auf die Wundheilung hat. Gleichzeitig hat sich gezeigt, dass der
lokale Einfluss von MIF in Wunden weiter unklar ist und dass weitere Zytokine eine ent-
scheidende Rolle im natu¨rlichen Ablauf der Wundheilung spielen. Die Entwicklung neuer
Techniken zur Untersuchung von Wundsekreten und des Zusammenspiels der hier aktiven
Zytokine mit MIF in weiteren Studien kann detaillierteren Aufschluss u¨ber die Entstehung
und Therapie chronischer Wunden geben.
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